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Wstep

Chryzantema wielkokwiatowa (Chrysanthemum x grandiflorum (Ramat.) Kitam.) syn.
Dendranthema x grandiflora (Ramat.) Kitam.) jest jedng z najbardziej popularnych roslin
ozdobnych, drugg pod wzgledem znaczenia ekonomicznego w Europie (Rout i Das 1997,
Jerzy 2000, Rout i wsp. 2001, Teixeira da Silva 2003a, 2004, Zalewska 2005, Bhattacharya
i Teixeira da Silva 2006, Chatterjee i wsp. 2006). Uprawiana jest na catym $wiecie od ponad
2000 lat, a hodowla twércza, jak i uprawa prowadzona jest zarbwno na masowa skale, jak
iw matych, rodzinnych firmach ogrodniczych. Wszystkie, bardzo liczne obecnie odmiany
chryzantemy wielkokwiatowej rozmnazane sg wegetatywnie, konwencjonalnie lub tez za
pomocyg mikrosadzonkowania w kulturach in vitro. Wcigz poszukuje sie nowych metod roz-
mnazania roslin tego gatunku, ktére pozwolg na uzyskanie duzej liczby sadzonek w relatyw-
nie krétkim okresie.

Metodg pozwalajgcg na uzyskanie populacji roslin tozsamych genetycznie z roéling
mateczng jest somatyczna embriogeneza. Jest to proces, w ktérym dwubiegunowa struktura
bedaca zarodkiem przybyszowym formuje si¢ z komérek somatycznych, a te nie sg produk-
tem fuzji gametycznej (Dudits i wsp. 1995, Stefaniak 2004). Przebiega ona zwykle wieloeta-
powo — od powstania masy proembriogenicznej, przez formowanie zarodka somatycznego,
jego dojrzewanie az do kietkowania roliny. Oprécz odmiennego pochodzenia komérek daja-
cych poczatek roslinie potomnej, przebieg somatycznej i zygotycznej embriogenezy jest cze-
sto do siebie zblizony, a nawet zachodzi identycznie. Ze wzgledu na potencjalng wydajno$é
tej metody, jak i mozliwo$¢ automatyzaciji produkcji zarodkéw somatycznych uzyskane ro$li-
ny produkowane sg znacznie nizszym kosztem od sadzonek uzyskanych drogg mikrorozm-
nazania w Kulturach in vitro. Poza rozmnazaniem roslin metoda ta moze by¢ wykorzystywa-
na w hodowli roslin, w procesie regeneracji tkanek transformowanych genetycznie lub pro-
duktéw fuzji protoplastéw czy tez w badaniach nad biologig rozwoju (Kumar i wsp. 2003a,
Furuta i wsp. 2004). Zarodki somatyczne sg znakomitym materiatem do krioprezerwacji, stad
metoda ta jest powszechnie wykorzystywana w bankach genéw i réznego rodzaju kolekqach
roélin (Martin i Gonzales-Benito 2005).

Somatyczna embriogeneza jest niezwykle skomplikowanym procesem, w ktérym na
powstawanie i rozwéj zarodkéw ma wplyw wiele réznorodnych czynnikéw, takich jak: sktad
mineralny pozywki, a szczegdlnie zawarto§¢ makroelementow, zawarto$¢ w niej regulatoréw
wzrostu, fizyczne warunki prowadzenia kultury czy rodzaj, wiek a nawet wielko$¢ eksplantatu
wykorzystywanego do jej zatozenia. Istotne znaczenie ma réwniez genotyp badanej rosliny —
wymagania roélin na tym etapie mogg rozni¢ sig istotnie, nawet w przypadku blisko spo-
krewnionych gatunkéw.

Eksplantatami do zafozenia kultury, w ktérej indukowane bedg zarodki somatyczne,
mogq by¢ fragmenty tkanek roéliny matecznej lub roélin rosngcych w sterylnych kulturach
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in vitro (bezpos$rednia somatyczna embriogeneza), badz wczesniej zainicjowana i namnozo-
na tkanka kalusowa (po$rednia somatyczna embriogeneza). Ten drugi sposéb jest zwykle
bardziej wydajny ze wzgledu na mozliwo$¢ namnozenia tkanki kalusowej na pozywkach
ptynnych w bioreaktorze i pozwala na uzyskanie w krétkim czasie ogromnej ilosci zarodkéw
somatycznych, jest jednak trudniejszy do przeprowadzenia.

Aby méc wdrozy¢ do uzytku komercyjnego omawiang metode nalezy opracowac
technike otrzymywania sterylnych kultur, wyprowadzania i namnazania tkanki kalusowej oraz
indukowania procesu somatycznej embriogenezy i regenerowania otrzymanych tg drogg
zarodkéw somatycznych. Nalezy réwniez okresli¢c wptyw czynnikéw $rodowiskowych, dziata-
jacych w trakcie indukowania procesu na wystgpienie niepozadanej zmiennosci somaklonal-
nej w pokoleniu regeneratéw.

Obecnie opublikowano jedynie nieliczne prace, w ktérych badacze donoszg o formo-
waniu si¢ zarodkdw somatycznych chryzantemy. Nie uwzgledniaja one jednak catosci pro-
blemu i jego ztozonoéci, dotyczg jedynie bezposredniej somatycznej embriogenezy. Publika-
cje May i Trigiano (1991) i Pavingerovej i wsp. (1994) dodatkowo méwig o zdarzajacych sie
aberracjach rozwojowych w populacji uzyskanych tg drogg zarodkéw somatycznych, ktére
mogty by¢ wynikiem zle dobranych warunkéw $rodowiska. Dlatego tez podjeto prébe okre-
$lenia maksymalnie duzej liczby czynnikéw majgcych wptyw na przebieg inicjacji i namnaza-
nia si¢ kultur kalusowych oraz formowania i dojrzewania zarodkdéw somatycznych. Stad ce-
lem pracy byto:

— wybranie pozywki optymalnej do inicjacji i namnazania kultur kalusowych chryzan-
temy wielkokwiatowej. Szczegdlng uwage zwrécono na to jaki wptyw na przebieg tego pro-
cesu majg rzadko jak dotad stosowane auksyny pikloramu i dicamby;

— okreslenie wptywu regulatoréw wzrostu na inicjacje somatycznej embriogenezy
w kulturach kalusowych — rola poliamin (putrescyny, sperminy i spermidyny) w przebiegu
tego procesu;

— ustalenie jaki wptyw majg warunki $wietine na prowadzenie kultury (natezenie na-
promienienia kwantowego i barwa $wiatta), na inicjacje i namnazanie kultur kalusowych oraz
na przebieg procesu somatycznej embriogenezy i kietkowanie zarodkéw somatycznych;

— zdefiniowanie sktadu mineralnego pozywki oraz dodatkéw organicznych oraz ich
wplyw na regeneracje zarodkéw somatycznych;

— okreslenie jak zmieniajg sie tkanki roélinne i regeneranty powstate w wyniku soma-
tycznej embriogenezy w zalezno$ci od warunkéw regeneracii.



2. Przeglad literatury
2.1. Inicjacja sterylnych kultur chryzantemy

Eksplantaty stuzace do zakfadania aksenicznych Kultur in vitro moga byé izolowane
z réznorodnych fragmentéw chryzantem: kwiatéw jezyczkowatych i rurkowatych (Hill 1968,
Fujii i Shimizu 1990, Malaure i wsp. 1991, Mandal i Datta 2005, Barakat i wsp. 2010), jed-
nowezlowych fragmentéw pgdéw (Earle i Langhans 1974, Jerzy i Lubomski 1989, Zalewska
i wsp. 2010), 2-3 mm fragmentdw pedéw — TCLs — Thin Cell Layers (Annadana i wsp. 2000,
Teixeira de Silva 2003b, 2003c), dna kwiatowego (Roest i Bokelmann 1975, Hattori 1992)
oraz lisci (Bhattacharya i wsp. 1990, Kaul i wsp. 1990). Na efektywno$é¢ prowadzonej inicjacii
kultur istotny wptyw majg warunki, w ktérych rosty rosliny, ich zdrowotno$¢ oraz pora roku,
w ktdrej przeprowadzamy inicjacje (Zalewska i wsp. 2011).

Przed zatozeniem kultur fragmenty rosliny muszg zosta¢ oczyszczone i odkazone.
Bush i wsp. (1976) w tym celu zanurzali kwiatostany na 5 minut w 20-procentowym roztworze
Cloroksu. Natomiast Fujii i Shimizu (1990) te same fragmenty roslin zanurzali w 20-procen-
towym roztworze NaOCI przez 20 minut, natomiast Mandal i wsp. (2000) oraz Datta i wsp.
(2001) sterylizowali je w 70-procentowym etanolu oraz moczyli przez 2 minuty w 0,1-procen-
towym roztworze HgCl,. Te samg procedure odkazania stosowali Bhattacharya i wsp. (1990),
odkazajgc fragmenty lisci. Natomiast May i Trigiano (1991) odkazali fragmenty liéci, zanurzajgc
je w 0,26-procentowym podchlorynie sodu i 0,1-procentowym (v/v) Tritonie X-100.

2.2. Inicjacja kultur kalusowych

Tkanka kalusowa w warunkach naturalnych powstaje wskutek uszkodzenia mecha-
nicznego, np. przez owady lub mikroorganizmy. Indukowana w kulturach in vitro jest bez-
ksztattng masa, zbudowang z szybko si¢ dzielgcych, niezréznicowanych komaérek, o barwie
od biatej do ciemnozielonej, z widocznymi przebarwieniami w innych kolorach (Méller i wsp.
2003, Schween i Schwenkel 2003, Winkelmann i Serek 2005). Moze tez charakteryzowaé
sie r6zng strukturg — od luzno zgrupowanych fragmentéw komérek, poprzez strukture gru-
zetkowata, az po tkanke silnie zbitg o twardej, gtadkiej powierzchni (Kintzios i wsp. 1996,
Ramanayake i Wanniarachchi 2003, Huan i wsp. 2004).

Eksplantatami wykorzystywanymi do inicjacji kultur kalusowych mogg by¢ fragmenty
roélin rosngcych w warunkach in vivo lub in vitro. Fragmenty roslin rosngcych w warunkach
szklarniowych charakteryzujg sie wigkszg stabilnoscig genetyczng oraz energig wzrostu, jed-
nak sg skazone licznymi patogenami i trudno aklimatyzujg sie¢ do warunkéw in vitro. Dlatego
tez wiekszo$¢ badaczy przychyla sie do opinii, ze ze wzgledu na sterylno$¢ oraz przystosowa-
nie do warunkéw prowadzenia kultury lepszym eksplantatem pierwotnym beda fragmenty lisci
lub merystemy wierzchotkowe roslin rosngcych wczeéniej w kulturach in vitro (Sauve i wsp.
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2004, Feyissa i wsp. 2005, Nowak i wsp. 2007). Jako eksplantaty do inicjacji kultur wykorzy-
stuje sie rowniez fragmenty siewek, ktére kietkujg w sterylnych warunkach in vitro oraz ich hy-
pokotyle i liscienie (Charrigre i Hahne 1998, Lee i Lee 2003, Anjaneyulu i wsp. 2004). W przy-
padku kilku gatunkéw roélin, w tym réwniez chryzantemy, bada si¢ mozliwos¢ wykorzystania
jako eksplantatéw cienkich 2-milimetrowych warstw pedéw (Teixeira da Silva i wsp. 2003a,
2003b, 2003c).

Do inicjacji kultur kalusowych wiekszoéci gatunkéw roslin konieczna jest obecno$é
regulatoréw wzrostu w pozywce, szczegdlnie auksyn — NAA i 2,4-D oraz cytokinin — BAP
i kinetyny. Bhattacharya i wsp. (1990) inicjowali kultury kalusowe chryzantem odmiany ‘Birbal
Sahni’, wykorzystujac jako eksplantaty pierwotne jednoweziowe fragmenty pedéw o diugosci
1 cm, fragmenty pedéw pomiedzy weztami oraz wierzchotki wzrostu o dtugoéci okofo 0,5 cm.
Fragmenty roslin byty wyktadane na pozywki z dodatkiem IAA, 2,4-D i BAP w réznych kom-
binacjach. Za najbardziej korzystny dla inicjacji kalusa uznano dodatek 1 mg-dm™ IAA
i 0,2 mg- dm™ BAP. Eksplantatami, na ktérych szczegdlnie obficie tworzyta sie tkanka kalu-
sowa, byty fragmenty lisci.

Hitmi i wsp. (1999) do indukgji tkanki kalusowej wrotycza dalmatyriskiego (Chrysan-
themum cinarariaefolium) wykorzystywali dno kwiatowe izolowane z mfodych kwiatostanéw.
Fragmenty te wyktadano na pozywki MS z dodatkiem NAA i BAP (od 0 do 4 mg - dm™®). Frag-
menty kwiatostanéw wykorzystali réwniez Fujii i Shimizu (1990) do inicjacji tkanki kalusowej
Zlocienia rézowego, obecnie wrotycza rézowego (Tanacetum coccineum, syn. Chrysanthe-
mum coccineum), wykladajgc je na pozywki o sktadzie mineralnym wediug Murashige’a
i Skooga (1962) i White’a (1943) z dodatkiem BAP i NAA. Badacze ci stwierdzili indukcje
tkanki kalusowej w przypadku 80-90% eksplantatéw wytozonych na pozywki zawierajgce
oba wymienione skfady mineralne, o ile byly uzupetione jednoczesnie BAP w stezeniu od
1do 10 mg- dm™ i NAA w stezeniu od 1 do 2 mg- dm™. Kulpa i wsp. (2004) okreslity wptyw
regulatoréw wzrostu na inicjacje tkanki kalusowej w badaniach, w ktérych eksplantatami byty
fragmenty kwiatostanéw i blaszek liéciowych roslin rosngecych w warunkach szklarniowych.
Na podstawie przeprowadzonych badan autorki stwierdzity, ze najlepsza do inicjacji tkanki
kalusowej, niezaleznie od rodzaju eksplantatéw pierwotnych, jest pozywka MS uzupetniona
NAA (1 mg- dm™) i BAP (2 mg- dm™).

Oprdcz rodzaju eksplantatu pierwotnego oraz sktadu pozywek, na intensywnosé two-
rzenia sig tkanki kalusowej moze mieé réwniez wplyw stymulacja dzwiekiem o odpowiednim
natezeniu (Wang i wsp. 2002). Zhao i wsp. (2002) za korzystnie dziatajgce na inicjacje tkanki
kalusowej chryzantemy wielkokwiatowej uznali traktowanie eksplantatéw pierwotnych dwa
razy dziennie przez pét godziny dzwigkiem o intensywnoéci 100 dB i czestotliwosci 1000 Hz.
Jak stwierdzili Liu i wsp. (2001), wiekszy przyrost masy kalusa w stosunku do kultur nietrak-
towanych dzwigkiem byt najprawdopodobniej spowodowany zwiekszeniem przepuszczalno-
ci btony komérkowej, co powoduje zwiekszong absorpcje jonéw K*.
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2.3. Namnazanie tkanki kalusowej

Tkanka kalusowa roslin z rodziny Asteraceae namnazana jest gtéwnie na pozywkach
zestalonych agarem, o skladzie wedtug Murashige’a i Skooga (1962), uzupetnianych rézng
zawarto$cig auksyn i cytokinin (Rehman i wsp. 2003, Koroch i wsp. 2003, Malarz i wsp.
2005, Ibrahim i wsp. 2011). Hitmi i wsp. (1999) do namnazania tkanki kalusowej wrotycza
dalmatynskiego wykorzystywali pozywki MS uzupetnione zréznicowang zawartoscig NAA
i BAP. Stwierdzili oni, ze korzystnie na namnazanie sie tkanki kalusowej wptywa zwiekszanie
stezenia BAP | NAA powyzej 2 mg- dm™.

W jednej z pierwszych publikacji dotyczgcej namnazania kalusa chryzantemy wielko-
kwiatowej Hill (1968) wyktadata fragmenty tej tkanki na pozywki z dodatkiem NAA i kinetyny
(odpowiednio: 2 i 0,8 mg: dm™). Badania nad kulturami kalusowymi prowadzili réwniez Ro-
est | Bokelmann (1975). Okreslili oni wptyw takich czynnikéw jak: zawartos¢ w pozywce
sktadnikéw mineralnych, regulatoréw wzrostu, cukréw i witamin na namnazanie sie kalusa
chryzantem i regeneracje pedéw. Stwierdzili oni, ze pozywkg optymalng do namnazania ka-
lusa jest pozywka MS z dodatkiem 10% mleka kokosowego oraz NAA w stezeniu
0,01 mg: dm™ i BAP w stezeniu 0,1 mg- dm™. Z kolei Bhattacharya i wsp. (1990) namnazali
kalus roslin tego samego gatunku na pozywkach z dodatkiem auksyn i cytokinin w zréznico-
wanych stezeniach. Za najlepsze warunki do namnazania kalusa uznali oni podtoze z dodat-
kiem 2,4-D (2,0 mg-dm™). Kalus wylozony na pozywki uzupetnione BAP o stezeniu wyz-
szym niz 0,4 mg-dm™ zamierat, natomiast stosowanie IAA w stezeniach wyzszych niz
2 mg- dm™ powodowato intensywng ryzogeneze.

Tkanka kalusowa, ktéra jest odpowiednim eksplantatem do indukcji somatycznej em-
briogenezy, powinna mie¢ charakter embriogenny, czyli by¢ zbudowana z matych komérek
o duzych jgdrach komérkowych. Powinna si¢ tez tatwo rozpadac¢ i mie¢ gruzetkowatg struktu-
re (Jimenez 2005). Dlatego obok masy wyksztatconej tkanki kalusowej wazng cecha jest jej
struktura i zabarwienie.

Aby zwiekszy¢ intensywnos¢ tworzenia sig oraz obnizy¢é koszt produkgji tkanki kalu-
sowej, kultury mogg byé prowadzone w bioreaktorach, jako kultury zawiesinowe na pozyw-
kach ptynnych. Zastosowanie bioreaktoréw pozwalajgcych na sciste kontrolowanie warun-
kéw prowadzenia kultury, manipulowanie nimi w czasie rzeczywistym, regulacje wartosci pH,
stezenia tlenu i dwutlenku wegla, przedtuzanie czasu jej trwania przez mozliwos¢ dozowania
do zbiornika substancji odzywczych czy regulatoréw wzrostu umozliwia znacznie tatwiejsze
i tafisze produkowanie duzej iloéci tkanki kalusowej (Kozai i wsp. 1997). Swiatowa produkcja
tkanek roélinnych w bioreaktorach wzrosta ponad dwukrotnie w ciggu ostatniej dekady
i obecnie w ten sposéb produkuje sie jedng trzecig bioaktywnych metabolitéw wtérnych na
$wiecie (Sivakumar i wsp. 2005). Dlatego tez prowadzonych jest wiele prac badawczych
zmierzajgcych do opracowania metod prowadzenia w ten sposéb kultur w celu produkcji ro-
$linnych metabolitéw wtérnych, jak w przypadku Panax notoginseng (Hu i Zhong 2008), zen-
szenia pieciolistnego (Wang i wsp. 2012), cisa pospolitego (Taxus baccata) — (Srinivasan
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i wsp. 1995), winorosli wtasciwej ( Vitis vinifera) — (Riedel i wsp. 2012), bielunia dziedzierzawy
(Datura stramonium) — (Amdoun i wsp. 2009) czy miety pieprzowej (Mentha x piperita) —
(Chakraborty i Chattopadhyay 2008).

Obecnie brak jest wynikéw badan nad mozliwoscig prowadzenia kultur kalusowych
chryzantemy na pozywkach ptynnych. W literaturze znane sg jednie pojedyncze préby ho-
dowli kultur pedowych chryzantemy wielkokwiatowej w bioreaktorach. Paek i wsp. (2001,
2005) oraz Hahn i Paek (2005) prowadzili mikrorozmnazanie tego gatunku w bioreaktorze
kolumnowym — wprowadzali do pozywki pociete fragmenty pedéw, otrzymujac w ten sposéb
kultury pedowe, na pozywkach ptynnych, w sterylnych warunkach. Badania nad wptywem
warunkéw prowadzenia tego typu kultur na wysoko$¢ i mase uzyskanych w ten sposéb roslin
prowadzili réwniez Sivakumar i wsp. (2005). Stwierdzili oni, ze ich wydajno$¢ byla nieco
wieksza od kultur tego typu prowadzonych na pozywkach zestalonych agarem.

Jak dotad brak jest jednak doniesieri méwigcych o prowadzeniu kultur kalusowych
chryzantemy na pozywkach ptynnych. Nadal jednak jest to metoda stosunkowo stabo po-
znana i wymagajgca wielu badan aby mogta zosta¢ na szerszg skalg zastosowana komer-
cyjnie. Przeszkodg jest tu duzy koszt prowadzenia tego typu do$wiadczen, problemy zwig-
zane ze stabym poznaniem skomplikowanych relacji pomiedzy fizjologia tkanki roslinnej
a fizycznymi warunkami prowadzenia kultury w bioreaktorze oraz watpliwoéci dotyczgce sta-
bilnosci genetycznej namnazanych w ten sposéb tkanek roslinnych (Paek i wsp. 2001).

2.4. Somatyczna embriogeneza chryzantemy

Somatyczna embriogeneza to proces biologiczny, podczas ktérego z komérek we-
getatywnych formujg sie zarodki. Jest ona uwazana za metode pozwalajgcg na uzyskanie
ogromnej liczby roslin potomnych, identycznych genetycznie jak rolina mateczna, w krétkim
okresie (Malepszy i Wréblewski 1994, Wréblewski 1994, Merkele i wsp. 1995, Litz i Gray
1995). Zarodki somatyczne w trakcie swojego rozwoju przechodzg kolejne stadia rozwojowe
(globularne, torpedy, serca i zarodka dojrzatego, nazywane czasami stadium laski), zwykle
podobne do faz rozwojowych zarodkéw zygotycznych danego gatunku. Efektem korncowym
procesu somatycznej embriogenezy jest kompletna, bipolarna roslina z wyksztatconymi li-
$cieniami i korzeniem (Haccius 1978, Bach 2001).

W przypadku roslin z rodziny Asteraceae dobrymi eksplantatami do inicjacji procesu
somatycznej embriogenezy sg fragmenty kwiatostanéw (Bush i wsp. 1976, Kintzios i Miche-
lakis 1999), siewek (Mandal i wsp. 2001, Mandal i Gupta 2003) lub lici (May i Trigiano
1991), hipokotyle i nierozwinigte paki kwiatowe oraz cienkie fragmenty todygi roélin. W przy-
padku innych gatunkéw zarodki somatyczne otrzymano réwniez wykorzystujgc jako eks-
plantaty pierwotne fragmenty korzeni przybyszowych czy igly roslin iglastych. Zwykle jednak
indukcje zarodkéw somatycznych prowadzi sie w kulturach kalusowych. Zaletami tego typu
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kultur jest ich sterylnoé¢, dostosowanie do warunkéw panujgcych podczas prowadzenia kul-
tury oraz tatwo$¢ aplikacji regulatoréw wzrostu (Selles i wsp. 1999).

Nabycie przez grupe komdrek kompetencji do somatycznej embriogenezy, nazywane
indukcja embriogenicznosci, regulowane jest przez wiele czynnikéw srodowiskowych, z kt6-
rych najwazniejsze to: zawarto$¢ substancji regulujgcych cisnienie osmotyczne — cukréw
(Ishii i wsp. 1998, Cheong i Pooler 2004, Anjaneyulu i wsp. 2004), zmiany pH podtoza (Cho
i wsp. 20083), temperatura otoczenia (Ptak 2010) a nawet sita i czgstotliwo$é dzwieku (Zhao
i wsp. 2002). Czynnikiem indukujgcym proces somatycznej embriogenezy jest czesto stres,
np. susza fizjologiczna wywotana przez nadmierng zawartos¢ weglowodanéw w pozywce.
Mandal i Datta (2005) oceniali wptyw zawartoéci sacharozy (od 30 do 180 g- dm™) oraz ino-
zytolu (od 100 do 800 mg-dm™) na czestosé i liczbe tworzacych sie zarodkéw somatycz-
nych w kulturach kwiatéw jezyczkowatych chryzantem. Ocenili oni, ze zwigkszona, w stosunku
do standardowo stosowanej, zawartos¢ sacharozy i inozytolu (odpowiednio: 60 g:dm™
i 800 mg - dm™®) wplyneta korzystnie na ksztattowanie si¢ omawianej cechy.

W najwiekszym jednak stopniu na indukcje zarodkéw somatycznych wptywa zawar-
tos¢ sktadnikéw mineralnych (Southworth i Kwiatkowski 1991) i regulatoréw wzrostu w pod-
fozu (Kepczynski i Kepczynska 2001, Mikuta i Rybczynski 2001). Doniesienia méwigce
o sktadzie regulatoréw wzrostu, optymalnym do indukcji somatycznej embriogenezy, sg cze-
sto sprzeczne. Kumar i wsp. (2008c), inicjujgc kultury krokosza balwierskiego (Carthamus
tinctorius), jednorocznej roéliny z rodziny Asteraceae, obserwowali SE w kulturach lisci wyto-
zonych na pozywki bez regulatoréw wzrostu, natomiast Mandal i Gupta (2003), inicjujgc kul-
tury tej samej roéliny za najlepszg do indukcji SE uznali pozywke z dodatkiem NAA w steze-
niu 2,0 mg - dm™, Zapotrzebowanie na regulatory wzrostu potrzebne do inicjacji somatycznej
embriogenezy jest tez w duzej mierze okreslone przez stopien rozwoju eksplantatu.

Regulatorami uznawanymi za szczegdlnie istotne na etapie inicjacji somatycznej em-
briogenezy sg auksyny — stosowali je w swoich pracach niemal wszyscy badacze zajmujgcy
sie tg tematyka. Stymulujg one odréznicowanie w eksplantatach pierwotnych, co powoduje
wyzwolenie w komérkach potencjatu embriogennego — stajg sie one kompetentne do prze-
ksztalcania sie w zarodki somatyczne (Bach i wsp. 2000). Do najczesciej stosowanych na-
lezy 2,4-D do inicjacji SE w kulturach serduszki okazatej (Dicentra spectabilis), pszenicy
zwyczajnej (Triticum aestivum) czy psianki ziemniaka (Solanum tuberosum) — (Lee i Lee
2003, Mahalakshmi i wsp. 2007, Sharma i wsp. 2007). Réwnie czesto do inicjacji nasion so-
matycznych stosowany jest dodatek do pozywki NAA — wykorzystano go do indukcji tego
procesu u ogdrka siewnego (Cucumis sativus) i rumianku pospolitego (Matricaria chamomilla
syn. Chamomilla recucita — (Kintzios i Michaelakis 1999, Elmeer i Hennerty 2008). Do rza-
dziej stosowanych auksyn naleza: pikloram stosowany do mnozenia gozdzika ogrodowego
(Dianthus caryopyllus) i pomidora drzewiastego (Cyphomandra betacea) — (Karami i wsp.
2007, Correia i wsp. 2012) oraz dicamba stosowana w przypadku lilii dtugokwiatowej (Lilium
longiflorum) — (Tribulato 1997). Za najstabiej dziatajacg auksyne w odniesieniu do omawianej
cechy uwaza sie IAA, wykorzystywang do pobudzenia formowania zarodkéw somatycznych
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w kulturach floksa wiechowatego (Phlox paniculata), stonecznika zwyczajnego (Heliantus
annuus) czy Acacia mangium (Xie i Hong 2001, Jain i wsp. 2002, Thomas i wsp. 2002).

Do pozywek, na etapie inicjacji somatycznej embriogenezy, dodawane sg tez (cho¢
rzadziej niz auksyny) cytokininy: gtéwnie BAP (Kumar i wsp. 2008c), czasami réwniez TDZ
(Gairi i Rashid 2004, Joshi i wsp. 2008) i kinetyna (El Abidine i wsp. 2008). Z badan wynika
réwniez, ze dodatek do pozywki regulatoréw wzrostu nowej generacii, takich jak: jasmony
(Rudu$ i wsp. 2001, 2006), poliaminy (Monteiro i wsp. 2002, de la Pena i wsp. 2008, Wu
i wsp. 2009) czy brasinosteroidy (Aydin i wsp. 2006, Albrecht i wsp. 2008) sprzyja inicjacji
somatycznej embriogenezy u niektérych gatunkéw roslin.

Po wprowadzeniu komérek w stan kompetencji i nadaniu im charakteru embriogen-
nego dalsze prowadzenie kultur na pozywkach z dodatkiem auksyn jest niekorzystne (Wré-
blewski 1994). Auksyna, ktérej obecno$¢ w pozywce jest niezbedna do namnazania masy
embriogennej i indukowania somatycznej embriogenezy, jest rownoczesénie inhibitorem dal-
szego rozwoju zarodkéw somatycznych (de Vries i wsp. 1988, Nomura i Komamine, 1995,
Filonova i wsp. 2000). Dlatego tez w wiekszoéci przypadkéw powstajgce zarodki bedace we
wczesnych etapach rozwojowych, zwykle stadium globularnym, muszg by¢ przeniesione na
pozywki o odmiennym sktadzie, pozbawione auksyn (Zimmerman 1993).

Zarodki somatyczne nie mogg by¢ przeniesione na nowe pozywki zanim nie osiggng
odpowiedniego stadium rozwojowego. Dojrzewanie zarodkéw zygotycznych kornczy sie na
0g6t zwolnieniem tempa ich metabolizmu. Nastepuje redukcja wody z tkanek zarodka, ktdry
przechodzi w stan nieaktywny metabolicznie. Podczas stadium dojrzewania zarodki soma-
tyczne gromadzg takie same substancje zapasowe jak zarodki zygotyczne oraz ulegajg po-
dobnym zmianom morfologicznym i biochemicznym (Merkele i wsp. 1995, Yeung 1995).
Etap ten w kulturach in vitro indukowany jest pod wptywem niskiego potencjatu osmotycz-
nego w pozywce, zaréwno u roslin okrytonasiennych (McKersie i Brown 1996), jak i nagona-
siennych (Attree i Fowke 1993). Potencjat ten nasladuje stres wodny naturalnie wystepujacy
w klasycznych nasionach podczas pézniejszych stadiow dojrzewania. To pozwala zarodkom
na przezycie odwodnienia, kiedy wilgotno§é moze zosta¢ zmniejszona ponizej 5%. Niski po-
tencjat osmotyczny pozywki w warunkach kultur in vitro moze spowodowaé dodatek réznych
substancji, miedzy innymi sg to: cukry, glikol polietylenowy i dekstrany (Bozhkov i wsp.
1998). Jednym z czgsto stosowanych tego typu zabiegéw jest dodatek do pozywek amino-
kwasow, w tym hydrolizatu kazeiny. W przypadku niektérych gatunkéw w celu pobudzenia
zarodkéw do dojrzewania konieczne jest potraktowanie embriogennej kultury ABA, zazwy-
czaj w stezeniu 10-50 uM (Dodeman i wsp. 1997).

Na dojrzewanie zarodkéw somatycznych majg takze wpltyw cytokininy. W przypadku
rumianku pospolitego oraz szparaga lekarskiego najlepsza okazata sie pozywka z dodatkiem
kinetyny i NAA (Kintzios i Michaelakis 1999, Raimondi i wsp. 2001). Natomiast u goryczki
waskolistnej najkorzystniejszy wptyw na dojrzewanie zarodkéw miat dodatek do pozywki
kombinacji PIK lub 2,4-D i BAP, za$ ich kietkowanie byto mozliwe na pozywce pozbawionej
regulatoréw wzrostu lub zawierajgcej niewielki dodatek BAP (Bach i Pawtowska 2003).
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Zawarto$¢ regulatoréw wzrostu, optymalnych do indukowania zarodkéw somatycznych
oraz ich pézniejszego rozwoju w kulturach chryzantemy, jest jak dotad stabo okreslona. Opu-
blikowano jedynie nieliczne prace méwigce o bezpoéredniej somatycznej embriogenezie.
Tkankami roslinnymi, ktére pobudzano do formowania zarodkéw somatycznych, byly jedynie
fragmenty blaszek lisciowych rosnacych w warunkach szklarniowych lub in vitro lub fragmenty
kwiatostanéw. May i Trigiano (1991) indukowali somatyczng embriogeneze chryzantemy, wy-
ktadajgc fragmenty lisci z roslin rosngcych w warunkach in vivo na pozywke z dodatkiem
1,0mg-dm™ 2,4-D i 0,2 mg-dm™ BAP oraz zroznicowang zawarto$¢ sacharozy (od 3 do
18%). Kultury prowadzone byty w zréznicowanych warunkach éwietinych. Stwierdzono znacz-
ne réznice w reakcji na zastosowane warunki indukowania somatycznej embriogenezy pomie-
dzy badanymi odmianami — tylko eksplantaty 12 z 23 ocenianych odmian wyksztatcito nieliczne
zarodki somatyczne, a kompletne sadzonki zostaty uzyskane w przypadku pigciu odmian.

Fragmenty blaszek lisciowych, pobrane jednak z chryzantem wielkokwiatowych ro-
sngcych w warunkach in vitro, wyktadaty w swojej pracy na pozywki z dodatkiem cytokinin:
BAP i kinetyny potgczonych z 2,4-D Lema-Ruminiska (2007) oraz Lema-Rumiriska
i Sliwinska (2009). Za najkorzystniejszg do indukcji somatycznej embriogenezy uznaty one
uzupetnienie pozywek kombinacjg 4 mg- dm™® 2,4-D i 1 mg- dm™ KIN. Tanaka i wsp. (2000)
inicjowali somatyczng embriogeneze, wyktadajac fragmenty kwiatostanéw — kwiaty jezyczko-
wate oraz miode liscie na pozywki uzupetione IAA, IBA, NAA, kinetyng, TDZ i BAP. For-
mowanie sie zarodkéw obserwowali oni w przypadku obu zastosowanych w doswiadczeniu
eksplantatéw pierwotnych. Mandal i Datta (2005) réwniez indukowali somatyczng embrioge-
neze u tego gatunku, wykfadajac na pozywki kwiaty jezyczkowate. Pavingerova i wsp. (1994)
indukowali somatyczng embriogeneze u chryzantem, traktujgc jg jako metode regeneracii
tkanek transformowanych genetycznie. Procedura indukciji zarodkéw byta nietypowa i obej-
mowata wytrzasanie przez 24 godziny lisci w pozywce zawierajacej 2,4-D, kinetyne, BAP,
2iP oraz GA; w temperaturze 28<C. Doprowadzono w ten sposéb do formowania sie zarod-
kéw somatycznych, z ktérych jednak cze$¢ wykazywata roznorodne aberracje rozwojowe.

2.5. Rola poliamin w przebiegu SE

Poliaminy, gtéwnie spermidyna (SPMD), spermina (SPM) i ich prekursor putrescyna
(PUT), sa drobnoczasteczkowymi aminami alifatycznymi, ktére powszechnie wystepujg
w roélinach wyzszych (Jankiewicz 1997). Mimo ze nie poznano jeszcze doktadnego mecha-
nizmu dziatania poliamin, wiemy ze biorg one udziat w takich procesach fizjologicznych jak:
podzialy komérkowe, indukcja kwitnienia i rozwéj owocow czy metabolizm wtérny (Smith
1985, Bajaj i Rajam 1995, Bais i Ravishankar 2002, Kuznetsov i wsp. 2006, Liu i Moriguchi
2007, Kusano i wsp. 2007). Od dawna wiadomo réwniez, ze endogenne poliaminy sg zwia-
zane z odpornoécig roélin na réznego rodzaju stresy biotyczne oraz abiotyczne stresy $ro-
dowiskowe, takie jak stres osmotyczny (Aziz i wsp. 1997), zasolenie podioza (Aziz i wsp.
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1999), jego zakwaszenie (Shen i wsp. 1994), obecnos¢ metali ciezkich (Groppa i wsp. 2001,
2003, Groppa i Benavides 2008) oraz promieniowanie UV (Kramer i wsp. 1992). Poliaminy
sg rowniez przeciwutleniaczami chronigcymi btony komdrkowe, kwasy nukleinowe i wielo-
nienasycone kwasy ttuszczowe przed uszkodzeniami oksydacyjnymi (Lovaas 1991).

Dodatni wptyw poliamin na rozwdj roslin obserwowano réwniez w kulturach in vitro.
Stwierdzono, ze poziom endogennych poliamin zaréwno sperminy i spermidyny, jak i ich
prekursora putrescyny, istotnie wzrasta w czasie pierwszych 14 dni od inicjacji kultur kaluso-
wych (Liu i Moriguchi 2007). Poziom endogennych poliamin zostat uznany za marker bio-
chemiczny kompetencji do morfogenezy (Shoeb i wsp. 2001). Jak wynika z badan Aribaud
i wsp. (1999) i Paul i wsp. (2009), jezeli w tkance kalusowej obserwowano niski, stabilny po-
ziom poliamin, bez nagtego zwigkszenia sie ich poziomu, to nie obserwowano réznicowania
sie komdrek ani organogenezy.

Roéwniez dodatek egzogennych poliamin do pozywki dziatat korzystnie — indukowat
tworzenie sie tkanki kalusowej i somatyczng embriogeneze w kulturach marchwi jadalnej
(Daucus carota) — (Bradley i wsp. 1984, Takeda i wsp. 2002), drzewa kakowego (Theobroma
cacao) - (Silva i wsp. 2009), bawetny kosmatej (Gossypium hirsutum) — (Sakhanokho i wsp.
2005), zenszenia wiasciwego (Panax ginseng) — (Kevers i wsp. 2000, Monteiro i wsp. 2002)
czy igtawy brazylijskiej (Araucaria angustifolia) — (Silveira i wsp. 2006, Steiner i wsp. 2007).
Zauwazono jednoczesnie, ze zapotrzebowanie na poliaminy zmienia sie podczas trwania
procesu — ich nadmierna koncentracja w tkankach na etapie dojrzewania zarodkéw soma-
tycznych moze hamowac przebieg procesu.

Wptyw poliamin na kaulogeneze i indukcje somatycznej embriogenezy jest jednak
w duzej mierze uwarunkowany genetycznie. W przypadku niektérych gatunkéw bardziej
istotny od zawartosci poliamin jest stosunek putrescyny do spermidyny lub sperminy.
W badaniach nad somatyczng embriogeneza ryzu siewnego (Oryza sativa) stwierdzono, ze
najwigkszg liczbe zarodkéw somatycznych w kulturach owsa obserwowano gdy stosunek
putrescyny do spermidyny byt jak 2 : 3 (Shoeb i wsp. 2001).

2.6. Wptyw Swiatta na prowadzenie kultur in vitro

Standardowo w kulturach in vitro stosowane jest doswietlanie substytucyjne przez
16 godzin swiattem fluorescencyjnycm biatym (cool white) o natezeniu 40-50 mmol- m™: s
lub kombinacjg lamp LED o podobnym natezeniu (Kuriléik i wsp. 2008). Mimo ze $wiatto jest
jednym z gtéwnych czynnikéw wptywajacych na morfogeneze i organogeneze w kulturach
in vitro, temat ten jest jak dotad stabo zbadany. Prowadzone badania ograniczaja sie zwykle
jedynie do okreslenia wptywu ciemnosci lub zmiany diugoéci czasu doswietlania kultur na
rozwoj roslin, jak w przypadku drzewoporca ‘Second Love' (Dendrobium sp.) — (Ferreira
i wsp. 2011), psianki ziemniaka (Solanum tuberosum) — (Pruski i wsp. 2001), Huernia hystrix
(Amoo i wsp. 2009) czy eukaliptusa gatkowego (Eucaliptus grandis) — (Lainé i David 1993).
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Doniesienia dotyczace wptywu doswietlania substytucyjnego kultur lub jego braku na
indukcje zarodkéw somatycznych sg czesto sprzeczne. Jak podaje Sato-Nara i wsp. (2004),
$wiatto nie jest zwykle niezbedne w czasie indukcji somatycznej embriogenezy i pierwszych
etapéw rozwojowych zarodkéw marchwi zwyczajnej (Daucus carota). W po6zniejszych eta-
pach rozwojowych $wiatto stymuluje produkcje biatek zawigzanych z fotosyntezg i jest skore-
lowane z kietkowaniem kultur i zazielenieniem sig¢ zarodkéw somatycznych. Z badan Gaj
(2004) wynika, ze przetrzymywanie eksplantatow rzodkiewnika pospolitego (Arabidopsis
thaliana) w ciemnoéci powoduje zwigkszenie sig czestoéci powstawania zarodkéw soma-
tycznych. Natomiast z badan de la Pena i wsp. (2008) wynika, Ze wszystkie eksplantaty ka-
wy kongijskiej (Coffea canephora), niezaleznie od warunkéw swietinych, wyksztafcity zarodki
somatyczne, jednak ich liczebnos¢ spadta istotnie w przypadku kultur prowadzonych w
ciemnoséci. Jak podajg Biswas i wsp. (2007), doswietlanie tkanki kalusowej poziomki tru-
skawki (Fragaria x ananassa) powodowato istotne zmniejszenie sig liczby powstajgcych za-
rodkéw somatycznych, az do niemal catkowitego zahamowania tego procesu w przypadku
kultur do$wietlanych éwiatlem ciggtym. Niekorzystnie dziata réwniez doéwietlanie $wiattem
ciggtym na tworzenie si¢ zarodkow somatycznych fenkuta wloskiego (Foeniculum vulgare) —
(Hunault i Maatar 1995). Natomiast z badari Raj Bhansali i wsp. (1990) wynika, ze przetrzy-
mywanie kalusa przez 20 dni w ciemnoéci, a nastepnie wystawienie na ciggte dziatanie $wia-
tta, indukuje somatyczng embriogeneze w kulturach brzoskwir zwyczajnych.

Mimo ze istniejg doniesienia méwigce, ze zastosowanie doswietlania substytucyjnego
o odpowiedniej dtugosci fali elektromagnetycznej (barwie $wiatta) moze znacznie zwiekszyé
intensywno$¢ mikrorozmnazania czy tez wplyna¢ na indukcje kultur kalusowych i mozliwosé
pozyskiwania zarodkéw somatycznych, to temat ten jest nadal stabo poznany. Stwierdzono,
ze barwa $wiatta wptywa na zmiane liczby pedow katowych i przybyszowych sataty gtowia-
stej (Lactuca sativa var. capitata) — (Kadkade i Seibert 1977), pigwy pospolitej (Cydonia ob-
longa) — (D’Onofrio i wsp. 1998) czy mieszancow topoli biatej i berlinskiej (Populus alba
x Populus berolinensis) — (Wang i wsp. 2005), zmiang diugosci pedéw chryzantemy wielko-
kwiatowej i Zantedeschia albomaculata — (Latkowska i Chmiel 1996, Chang i wsp. 2003),
indukcje kultur kalusowych czy mase namnozonej tkanki kalusowej $wierka pospolitego (Pi-
cea abies) i dziurawca zwyczajnego (Hypericum perforatum) — (Latkowska i wsp. 2600, Pret-
to i Santarem 2000).

Doséwietlanie substytucyjne $wiattem w zakresie dalekiej czerwieni, stosowanym
tacznie z niebieskim, bylo najkorzystniejsze do namnazania pedow azoryny Vidala (Azorina
vidalii) - (Moreira da Silva i Debergh 1997). Do$wietlanie $wiattem o réznej barwie wptywato
tez istotnie na liczbe wyksztatcanych pedéw bocznych sataty glowiastej — swiatto czerwone
i biate stymulowato ich przyrost, niebieskie ograniczato liczebnos¢ tworzacych sig pedéw
przybyszowych (Hunter i Burritt 2005). Réwniez Heo i wsp. (2006) stwierdzili niekorzystny
wplyw doéwietlenia substytucyjnego kultur winorosli wlasciwej (Vitis vinifera) $wiatlem nie-
bieskim na mase pedéw oraz catych roélin namnazanych w kulturach in vitro.

yWNOISK/ /
2\ /
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Jeszcze stabiej poznany jest wpltyw barwy $wiatta na przebieg SE. Kvaalen i Appel-
gren (1999) oraz Latkowska i wsp. (2000) badali wptyw doswiatlenia réznymi rodzajami $wia-
tta na namnazanie sig embriogennego kalusa i konwersje zarodkéw somatycznych $wierka
pospolitego. Stwierdzili oni, ze $wiatto niebieskie hamuje zaréwno namnazanie tkanki em-
briogennej, jak i kietkowanie zarodkéw somatycznych, za$ czerwone i daleka czerwien sty-
mulujg oba procesy. Negatywnie dziatato réwniez do$wietlanie standardowo stosowanymi
w kulturach in vitro lampami Flora i fluorescencyjnymi, emitujgcymi $wiatto biate.

W przypadku chryzantemy wielkokwiatowej doniesienia méwigce o wptywie do$wie-
tlania substytucyjnego w trakcie prowadzenia kultur in vitro sg naprawde nieliczne. Latkow-
ska i Chmiel (1996) badali wptyw $wiatta o r6znej dtugoéci na namnazanie si¢ pgdéw chry-
zantem i ich ukorzenianie sie w kulturach in vitro. Stwierdzili oni istotny wptyw barwy $wiatta
na rozwdj roslin — $wiatto czerwone wptywato korzystnie na wydtuzanie sie¢ pedéw badanej
odmiany ‘Escort’, za$ $wiatto niebieskie dziatato przeciwnie. Badania nad wptywem fotope-
riodu na indukcje somatycznej embriogenezy prowadzili May i Trigiano (1991). Uznali oni, ze
fotoperiod jest czynnikiem decydujgcym o powodzeniu procesu somatycznej embriogenezy
u tego gatunku rosliny.

2.7. Zmienno$¢ somaklonalna regeneratow

Odkad prowadzone sg kultury in vitro w populacji regenerantéw obserwowane sg
zmiany ich cech morfologicznych, fizjologicznych i biochemicznych. Jak podajg Larkin
i Scowcroft (1981), zmiennos¢ somaklonalna to zmiany genetyczne powstate w komérkach
somatycznych rozmnazanych wegetatywnie. Termin ten okresla zmiany stabilne, ktére prze-
noszone sg na nastepne pokolenia na drodze rozmnazania ptciowego (Preil 1986, Lee i Phil-
lips 1988, Karp 1991, 1995). Zmienno$¢ somaklonalna charakteryzuje sie nieprzewidywalno-
$cig powstajgcych zmian. Niestety, wiele z nich jest niepozadanych (Bregitzer i Poulson
1995, Bregitzer i wsp. 1995, Jain 2001) lub znacznie obniza warto$é uzytkowa regenerantéw
i ich potomstwa (Damiani i wsp. 1990, Gaj i wsp. 1994, Rakoczy-Trojanowska 1999). Dlatego
tez tak wazne jest kontrolowanie i wczesne wykrywanie zmiennoéci somaklonalnej. W przy-
padku roslin ozdobnych mogg to byé zmiany koloru i wielkoéci kwiatostanéw (Khalid i wsp.
1989), zmiany ksztattu, wielkosci liéci i ich przebarwienia, wolniejsze lub szybsze tempo
wzrostu (Ahloowalia 1986, Ahmed i wsp. 2004), zdolno$é do ukorzeniania i zawigzywania
pakow kwiatostanowych a takze szybkos¢ tworzenia pedéw kwiatostanowych (Votruba i Ko-
dyteck 1988, de Klerk 1990, Jain i de Klerk 1998, Rani i Raina 2000).

Gtownymi czynnikami majacymi wplyw na wystapienie zmiennoéci somaklonalnej
podczas rozmnazania roslin w kulturach in vitro jest metoda prowadzenia kultur, a zwlaszcza
przejscie przez faze niestabilnej genetycznie kultury kalusowej (Skirvin 1978, Bouman i de
Klerk 2001, Skucinska 2001) oraz powigzana z indukcja kultur kalusowych koniecznoé¢ za-
stosowania wysokich stezen egzogennych regulatoréw wzrostu (Bouman i de Klerk 2001,
Mohanty i wsp. 2008). Dodatek do pozywki od 15 do 30 mg: dm™ BAP, przy standardowo
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stosowanym od 0,5 do 5 mg- dm, spowodowat wystapienie zmian genetycznych w kultu-
rach banana wlaéciwego (Musa paradisiaca) i ryzu siewnego (Oono 1985, Gimenez i wsp.
2001). Podobny wptyw na tkanki roslin moze mie¢ réwniez wysoki poziom auksyn, stosowa-
nych standardowo do indukcji tkanki kalusowej, jak to wystapito w przypadku kultur poziomki
i truskawki (Nehra i wsp. 1992), soi zwyczajnej (Glycine max) — (Gesteira i wsp. 2002) czy
bawetny kosmatej (Jin i wsp. 2008). Zmiennos¢ nie dotyczy jednak tylko roélin czy tkanek
uzyskanych poprzez kultury kalusowe — wysokg zmiennosciag moga sig réwniez charaktery-
zowa¢ somaklony uzyskane przez prowadzenie kultur pedowych na pozywkach o niskim po-
ziomie regulatoréw wzrostu lub tez bez ich dodatku (Konan i wsp. 2009).

Zmiennoécig somaklonalng moga charakteryzowac sie réwniez rosliny zregenerowane
w procesie somatycznej embriogenezy (Martins i wsp. 2004, Lopes i wsp. 2009, Anwar i wsp.
2010, Prado i wsp. 2010). May i Trigiano (1991) obserwowali liczne aberracje rozwojowe
w populacji otrzymanych przez nich zarodkéw somatycznych chryzantemy, jednak nie udo-
wodnili oni czy obserwowana zmiennosé¢ ma charakter dziedziczny, czy tez zwigzana byta
z niewtasciwymi warunkami érodowiskowymi, panujgcymi w trakcie powstawania zarodkéw.

Poziom obserwowanej zmiennosci skorelowany jest zwykle z diugoscig okresu pro-
wadzenia kultury oraz liczbg przeprowadzonych pasazy (Bairu i wsp. 2006, Etienne i Ber-
trand 2003). Jest to szczegdinie istotne szczegdlnie w przypadku kultur zawiesinowych i ka-
lusowych, w ktérych poziom obserwowanej zmiennosci jest najwyzszy. W przeciwienstwie do
wyzej wymienionych przykfadéw wystgpowania zmiennosci somaklonalnej w wyniku dtu-
giego okresu prowadzenia kultur, mozna przytoczy¢ badania Smykal i wsp. (2011), ktérzy
prowadzac kultury pedowe grochu zwyczajnego (Pisum sativum) przez dtugi okres (24 lata)
nie stwierdzili wystagpienia zmiennoéci somaklonalnej w populacji namnozonych roslin. Jak
podaja Martins i wsp. (2004), pedy $liwy migdata (Prunus dulcis syn. Amygdalus communis)
nawet po czterech i szeéciu latach namnazania ich w kulturach in vitro charakteryzowaty sie
stabilnoscig genetyczna. Podobne obserwacje poczynili Ryynanen i Aronen (2005), namna-
zajac przez 70 miesigcy pedy brzozy brodawkowatej (Betula pendula).

Istotny wplyw na wystapienie zmiennoéci majg rowniez warunki fizyczne prowadzenia
kultury, takie jak temperatura, intensywno$¢ o$wietlenia czy nawet rodzaj zamknigcia naczy-
nia hodowlanego, ktéry wplywa na gromadzenie sig etylenu. Zmiennos¢ somaklonalng po-
wstatg w wyniku prowadzenia kultur chryzantemy wielkokwiatowej w zréznicowanych warun-
kach badali Martin i wsp. (2002). Powstala zmiennos¢ okreélali oni metodg RAPD, a badania
prowadzili na czterech odmianach chryzantemy. Zastosowanymi czynnikami w do$wiadcze-
niu bylo podwyzszenie temperatury do 35C, w ktorej prowadzone byty kultury, zastosowanie
pozywki o zmniejszonej do 1/8 zawartosci sktadnikow mineralnych czy tez stosowanie in-
nego rodzaju zamknigcia stoikow, w ktérych prowadzone byly kultury. Na podstawie badar
stwierdzili oni, ze badane odmiany réznity sig znacznie w reakcji na zastosowane czynniki —
czestosé osobnikéw réznigeych sie wzorem prazkowym od rosliny matecznej, w zaleznosci
od badanej odmiany, wahata sig od 0 do 81%, a czgsto$¢ wystepujacych zmian byta najwyz-
sza w przypadku roélin regenerowanych w warunkach podwyzszonej temperatury.
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Wydaje sie, ze zjawisko zmiennosci somaklonalnej jest w ogromnym stopniu wyni-
kiem wspdtdziatania warunkéw prowadzenia kultury i genotypu rosliny matecznej oraz ro-
dzaju tkanki inicjalnej wybranej do zatozenia kultur (Israeli i wsp.1991, Kawiak i tojkowska
2004). Jej wystapienie jest najprawdopodobniej zwigzane z uwarunkowang genetycznie od-
pornoscig roslin na stres, stad nalezy dobra¢ metody rozmnazania do danego genotypu
i uwaznie testowaé mozliwosci pojawienia sie zmiennoéci. Pierwsze sposoby oceny zmien-
nosci opieraly sig tylko na ocenach fenotypowych ilosciowych i jakosciowych (Saxena i wsp.
2000, Cote i wsp. 2001), jednak obserwacja cech morfologicznych czesto nie pozwala na
wykrycie zmiennosci lub tez wykrywana jest ona w péznych stadiach rozwojowych roélin.

Zmienno$¢ (badz jednorodno$é) genetyczng obecnie oznacza sie metodg cytomerii
przeptywowej (Sliwinska i tukaszewska 2005, Sliwiriska i Thiem 2007, Makowczynska i wsp.
2008, Lema-Ruminska i Sliwinska 2009, Fiuk i wsp. 2010, Lema-Rumiriska 2011) lub wyko-
rzystujgc markery molekularne oparte na reakcji PCR. Najczesciej stosowane systemy mar-
kerowe DNA wykorzystywane w tym celu to RAPD (Yadav i wsp. 2006, Palombi i wsp. 2007,
Jin i wsp. 2008, Elmeer i wsp. 2009, Mahmood i wsp. 2010), AFLP (Carolan i wsp. 2002)
i SSR (Marum i wsp. 2009, Rodriguez-L6pez i wsp. 2004). Niestety, metody te charaktery-
zujg sie wieloma ograniczeniami: niskim poziomem powielania przez RAPD, wysokim kosz-
tem analizy w AFLP i koniecznoécig posiadania wiedzy na temat flankujgcych sekwencii
w przypadku polimorfizmu SSR.

Metodg coraz czeéciej wykorzystywang do okreslenia poziomu polimorfizmu bada-
nych roslin jest metoda ISSR-PCR. Jest ona szybka i tatwa do wykonania, nie wymaga zna-
jomosci specyficznych sekwencji DNA, a ze wzgledu na wysokg powtarzalnoé¢ stosowana
jest obecnie czesciej niz metoda RAPD. W metodzie tej stosuje sie jeden starter, na ktory
sktada si¢ sekwencja powtérzona z nukleotydami selekcyjnymi, na kofcu 3', ktére warunkujg
przytaczanie startera do miejsca styku mikrosatelity z unikatowym DNA (Zietkiewicz i wsp.
1994, Masojé 2001). Wykorzystano jg z powodzeniem do okreslenia zmiennosci somaklo-
nalnej w kulturach kapusty warzywnej podgatunek kalafior (Brassica oleracea var. botrytis) —
(Leroy i wsp. 2001), herbaty chifiskiej (Camellia sinensis) — (Thomas i wsp. 2006), banana
wiasciwego (Ray i wsp. 2005, Lakshmanan i wsp. 2007), ryzu siewnego — (Ngezahayo i wsp.
2007), lilii orientalnej (Lilium orientalis) — (Liu i Yang 2012), simondsiji kalifornijskiej (Sim-
mondsia chinensis) — (Kumar i wsp. 2011) czy tulipana ogrodowego (Tulipa gesneriana) —
(Podwyszynska i wsp. 2010).



3. Materiat i metody badan

Badania przeprowadzono w latach 2003-2009 w Laboratorium Kultur in vitro, Katedry
Genetyki Hodowli i Biotechnologii Roslin w Zachodniopomorskim Uniwersytecie Technolo-
gicznym w Szczecinie oraz w Botanicznym Centrum Badawczym w Przelewicach. Materia-
tem badawczym byta chryzantema wielkokwiatowa (Chrysanthemum x grandiflorum (Ramat.)
Kitam. syn. Dendranthema x grandiflora (Ramat.) Kitam.) odmiany ‘Erica’. Przed zatozeniem
kultury wykluczono chimerycznoéé tkanek wybranej do badan roéliny, oceniajgc jednorod-
no$é genetyczng metodg ISSR-PCR.

Zatozenie kultur aksenicznych

Do zatozenia sterylnych kultur wykorzystano jednowgztowe fragmenty pedoéw, odka-
zane przez moczenie przez 30 sekund w 70-procentowym roztworze etanoiu, a nastepnie
przez 2 minuty w 0,1-procentowym roztworze HgCl,. Odkazone pedy ptukano 3-krotnie
w sterylnej wodzie destylowanej. Fragmenty pedow wyktadano na pozywki inicjujgce o skta-
dzie wediug Murashige'a i Skooga (1962) — MS, z dodatkiem 2 mg-dm™ kinetyny
i 0,02 mg-dm™ IBA. Zainicjowane do wzrostu eksplantaty przektadano na pozywki MS, bez
dodatku regulatoréw wzrostu w celu ich namnozenia. Rosliny sukcesywnie przektadane na te
wiaénie pozywke stanowity populacje wyjéciowg do zatozenia kultur. Z eksplantatow wytozo-
nych na pozywki pobierano fragmenty i wyktadano je na pozywke Leifert and Weiters Steryli-
ty Test Medium (Duchefa Biochemie) w celu sprawdzenia ich sterylnosci.

Na wszystkich etapach badan, o ile nie zaznaczono inaczej, pH pozywek ustalano na
5,7, 0,1 M roztworami NaOH i HCI. Wartos¢ pH ustalano po dodaniu regulatoréw wzrostu,
ale przed ich autoklawowaniem. Nastepnie do roztworéw dodawano 30 g - dm sacharozy,
7g-dm™ agaru i 0,1 mg-dm™ inozytolu, podgrzewano i rozlewano po 30 ml do stoikéw
o0 objetosci 300 ml. Stoiki z pozywkami autoklawowano w temperaturze 121°C przez 20 mi-
nut. Kultury umieszczano w pokoju wzrostowym, o temperaturze 24 +1°C i do$wietlano je
przez 16 godzin na dobe bialym éwiattlem fluorescencyjnym, o natgzeniu napromienienia

kwantowego wynoszacym 40 pmol - m~2-s™".

3.1. Inicjacja kultur kalusowych

W pierwszym etapie badar okre$lono wptyw wybranych czynnikow na inicjacje tkanki
kalusowej. W doéwiadczeniu tym na pozywki MS wyktadano eksplantaty, ktérymi byty frag-
menty blaszek lisciowych, pozbawione brzegbw, o wymiarach 1 x 1 cm, pobrane z roélin ro-
snacych w kulturach in vitro, na pozywce MS. Eksplantaty nakluwano kilkakrotnie koricowkg
skalpela, uktadano ptasko dociskajac strong abaksjalng do pozywki. O ile nie zaznaczono
inaczej, kultury doéwietiano przez 16 godzin na dobg biatym $wiattem fluorescencyjnym.
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Do$wiadczenie zatozono w trzech powtorzeniach, na kazdy rodzaj pozywki w powtérzeniu
wyktadano po 50 eksplantatow. Po sze$ciu tygodniach od zatozenia kultury przeprowadzono
obserwacje, okreslajgc czesto$é eksplantatéw, w przypadku ktérych obserwowano wyksztat-
canie sie tkanki kalusowej oraz jej mase.

Badania na tym etapie podzielono na cztery czesci, w ktorych okreslono:

Wplyw zawartos$ci auksyn w pozywce na inicjacje tkanki kalusowej
W dos$wiadczeniu eksplantaty wyktadano na pozywke MS wzbogacong o auksyny:
2,4-D, IAA, IBA, NAA, pikloram i dicambe, stosowane w stgzeniu 0,5, 1,24 mg - dm™.

Wptyw dodatku do pozywki auksyn i BAP na inicjacje tkanki kalusowej

Zbadano reakcje fragmentéw blaszek lisciowych na jednoczesne zastosowanie auk-
syn wptywajgcych najkorzystniej na inicjacje tkanki kalusowej w poprzednim do$wiadczeniu:
NAA, pikloramu i dicamby, stosowanych samodzielnie lub tgcznie z cytokining BAP w stgze-
niu 4 mg - dm™. Auksyny dodawano do pozywki w iloéci 1,2, 3i4 mg - dm™.

Wplyw poliamin oraz warunkéw $wietinych prowadzenia kultury na inicjacje
tkanki kalusowej

Eksplantaty wyktadano na pozywki uzupetnione poliaminami: putrescyna, spermidyng
i sperming, stosowanych w stezeniach: 0,5, 1,2i5mg- dm™. Stosowano je samodzielnie oraz
z kombinacjg 4 mg-dm™ NAA i BAP, uznang za najkorzystniej wplywajacg na ksztattowanie
sie masy tkanki kalusowej w poprzednim do$wiadczeniu. Potowa z zatozonych kultur przez
16 godzin na dobe do$wietlana byta substytucyjnie biatym $wiattem fluorescencyjnym, o natg-
zeniu napromienienia kwantowego wynoszacym 40 pmol -m™:s™, druga polowa prowadzona
byta w ciemnosci.

Wplyw barwy $wiatta na inicjacje tkanki kalusowej

W ostatnim do$wiadczeniu przeprowadzonym na tym etapie badan eksplantaty wy-
ktadano na pozywke uznang za najlepszg do indukgji kultur kalusowych w poprzednim do-
$wiadczeniu — MS z dodatkiem 4 mg - dm™ NAA i BAP oraz 5 mg dm™ spermidyny. Stoiki
z kulturami doéwietlano substytucyjnie lampami TLD Philips 36 W o $wietle biatym (39-760
nm), czerwonym (247-760 nm), zottym (550-588 nm), niebieskim (450-492 nm) i $wiattem
mieszanym biatym i czerwonym w stosunku 2 : 1 oraz prowadzono bez dostepu $wiatta.

3.2. Namnazanie tkanki kalusowej na pozywkach statych

W kolejnym etapie badan okreslono wptyw zawartoéci w pozywce regulatoréw wzro-
stu (auksyn, BAP i poliamin) oraz warunkéw $wietinych prowadzenia kultury na namnazanie
sie tkanki kalusowej. W tym etapie na pozywki wyktadano fragmenty tkanki kalusowej o ma-
sie okoto 0,1 g i $rednicy okoto 2-3 mm. Doéwiadczenie zatozono w trzech powtérzeniach,
w kazdym po 250 fragmentéw na jednym rodzaju pozywki. Po czterech tygodniach od zato-
zenia do$wiadczenia okreslono mase namnozonej tkanki kalusowej (g) oraz jej zabarwienie
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i strukture. Podobnie jak w poprzednim doéwiadczeniu, o ile nie zaznaczono inaczej, kultury
doswietlano przez 16 godzin na dobe biatym Swiattem.
W trakcie tego etapu badar zatozono pig¢ do$wiadczen i okreélono:

Wplyw zawartoéci auksyn i BAP w pozywce na namnazanie sig tkanki kalusowej

Fragmenty tkanki kalusowej wykladano na pozywki MS uzupetnione 1 mg - dm® auk-
syn: 2,4-D, IAA, IBA, NAA, PIK i DIC stosowanymi tgcznie z 1 mg -dm™ BAP. Pozywka MS
bez dodatku regulatoréw wzrostu byta pozywka kontrolng.

Wplyw stezenia NAA i BAP w pozywce na namnazanie sie tkanki kalusowej

Fragmenty tkanki kalusowej wyktadano na pozywki uzupetnione auksyng NAA
o0 zrbznicowanych stezeniach (1, 2, 3, 41 5 mg -dm™), ktérej dodatek do pozywki spowodo-
wat, ze namnazanie tkanki kalusowej zachodzito najintensywniej w poprzednim do$wiadcze-
niu. Stosowano ja tacznie z BAP w stezeniu 1, 2, 3,415 mg - dm=.

Wplyw dodatku do pozywki NAA, BAP i poliamin oraz warunkéw s$wietinych
prowadzenia kultury na namnazanie si¢ tkanki kalusowej

Fragmenty tkanki kalusowej wyktadano na pozywke, na ktérej kalus namnazat sie naj-
intensywniej i charakteryzowat sig odpowiednig strukturg w poprzednim etapie badan
(3mg-dm™ BAP i 4 mg-dm™ NAA) z dodatkiem 1i5 mg- dm™ putrescyny, sperminy i sper-
midyny. Polowa z zatozonych kultur do$wietlana byta przez 16 godzin $wiattlem biatym o nate-
zeniu napromienienia kwantowego wynoszacym 40 pmol « m~?-s™", druga potowa prowadzona
byta w ciemnosci.

Wplyw barwy $wiatta na namnazanie sig tkanki kalusowej

Fragmenty tkanki kalusowej wyktadano na pozywke uznang za najlepszg do namna-
zania tkanki kalusowej w poprzednim etapie badan -z dodatkiem 4 mg - dm® NAA i 3 mg - dm™
BAP oraz 5 mg - dm™ spermidyny i doswietlano éwiatlem o réznej barwie — stosowano lampy
TLD Philips 36 W o $wietle bialym, czerwonym, Zoitym, niebieskim, mieszanym ($wiatto biate
i czerwone w stosunku 2 : 1) oraz prowadzono kultury bez dostepu Swiatta.

Wplyw barwy $wiatta stosowanego przez sze$¢ miesigcy na namnazanie sie
tkanki kalusowej :

Fragmenty kalusa wyktadano na pozywke uznang za najlepszg do namnazania ka-
lusa chryzantemy (MS + 4 mg - dm™ NAA + 3 mg- dm™ BAP). Stoiki z zatozonymi kulturami
umieszczano w warunkach identycznych jak w poprzednim doswiadczeniu, czyli na pétkach
doswietlanych substytucyjnie lampami TLD Philips 36 W o $wietle biatym, czerwonym, 26t
tym i niebieskim oraz prowadzono bez dostgpu $wiatta. Co cztery tygodnie namnozong tkan-
ke kalusowg dzielono na fragmenty i ponownie umieszczano na pozywkach w warunkach
$wietinych identycznych jak w poprzednim pasazu. Kultury zaktadano w sumie 6-krotnie, za
kazdym razem powtarzajac powyzszy schemat zaktadania doswiadczenia.



24 3. Materiat i metody badan

3.3. Namnazanie tkanki kalusowej na pozywkach ptynnych

Wplyw sktadu mineralnego pozywki na namnazanie si¢ tkanki kalusowej

Kultury zawiesinowe zatozono umieszczajgc 6 g rozdrobnionej tkanki kalusowej
w kolbie stozkowej o pojemnosci 100 ml, zawierajgcej 20 ml pozywki MS z dodatkiem
3 mg-dmBAP, 4 mg-dm™ NAA i 30 g - dm™ sacharozy. Co 10 dni powstalg w ten sposéb
zawiesine dopetniano 10 ml éwiezej pozywki. Po szesciu tygodniach prowadzenia kultury
zawiesine przeniesiono do kolby stozkowej o pojemnosci 200 ml i pasazowano cyklicznie co
14 dni, przez trzy miesigce. Kultury ustawiono w pokoju wzrostowym, w temperaturze
24 + 1°C, o$wietlajgc przez 16 godzin $wiattem biatym o natgzeniu napromienienia kwantowe-
go wynoszacego 40 umol - m? - s™" i wytrzgsano z intensywnoscig 120 obrotéw na sekundeg.

Nastepnie zatozong kulture przenoszono do bioreaktora Bioflo 110 firmy New Bruns-
hwick Scientific (fot. 1). Bioreaktor o objetosci 5 dm® zawierat 2 dm® pozywki MS, LS i BS.
Kulture zaktadano rowniez na zmodyfikowanych pozywkach MS, uzupetiajac je NH4Cl oraz
zmniejszajac zawartosé KNO3 w taki sposob, aby stosunek jonéw NH; do NO, miat sig jak
20 : 40 (kontrola, MS bez modyfikacji), 20 : 20 i 40 : 20.

Pozywki uzupetniono 3 mg - dm™ BAP i 4 mg - dm™ NAA. pH pozywki ustalano na 5,7
roztworami NaOH i HCI. Bioreaktor wraz z pozywka autoklawowano przez 20 minut
w temperaturze 121°C.

Fot. 1. Bioreaktor Bioflo 110 w trakcie prowadzenia kultury

Pozywke mieszano mieszadtem typu $ruba okretowa z predkoscig 100 obrotow na
minute. Temperatura prowadzenia kultury ustalona zostata na 24 + 1°C. Do$wiadczenie
trwato 28 dni, a po jego zakonczeniu okreslono zawarto$¢ $wiezej i suchej masy namnozo-
nego kalusa. Suchg mase kalusa okreslono przez suszenie namnozonej tkanki kalusowej
w temperaturze 105 + 2°C przez trzy godziny do uzyskania statej masy. Kazde z do$wiad-
czen powtérzono trzykrotnie.

Co trzy dni pobierano zawiesing o objetosci 20 ml w celu okreslenia $wiezej i suchej
masy namnozonej tkanki kalusowej oraz zawarto$ci sacharozy i jonéw: PO3 , NH} i NO,
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w pozywce. Proby zawirowywano w wiréwce przy 10 000 obrotéw przez 1 minute i okreslano
$wiezq oraz suchg mase namnozonej tkanki kalusowej przez suszenie jej w temperaturze
105 + 2°C, przez trzy godziny do uzyskania statej masy. Warto§¢ namnozonej tkanki kaluso-
wej uzyskano przez réznice masy okreslonej po zakornczeniu doswiadczenia i masy tkanki
kalusowej, ktérg inokulowano bioreaktor.

W pozywce pozostatej po odsaczeniu tkanki kalusowej oznaczano zawarto$¢ sacha-
rozy metodg polarymetryczng, zawarto$¢ azotu amonowego w pozywce metodg bezposred-
niej nessleryzacji, zawarto$¢ azotu azotanowego metodg kolorymetryczng z salicylanem so-
dowym oraz fosforanéw metodg kolorymetryczng z molibdenianem(VI) amonu. Badania za-
wartosci sktadnikéw mineralnych w pozywce zlecono Laboratorium Chemicznemu w Bota-
nicznym Centrum Badawczym w Przelewicach.

3.4. Inicjacja somatycznej embriogenezy w kulturach kalusowych

Fragmenty tkanki kalusowej o masie okoto 0,1 g i $rednicy 2 mm, namnazanej wcze-
$niej na pozywkach statych MS z dodatkiem 4 mg - dm™ NAA i 3 mg - dm™ BAP oraz w bio-
reaktorze na pozywce plynnej, o tym samym sktadzie wyktadano na pozywki w celu inicjacji
procesu somatycznej embriogenezy. Doswiadczenie prowadzono w trzech powtorzeniach,
wykladajgc w kazdym z nich na pozywke po 100 fragmentow tkanki kalusowej obu typow.
O ile nie zaznaczono inaczej, kultury doswietlano przez 16 godzin na dobe biatym $wiattem
fluorescencyjnym, o natezeniu napromienienia kwantowego wynoszacym 40 pmol - mis .,
Po 12 tygodniach prowadzenia kultury okreslano procent eksplantatow, w przypadku ktérych
obserwowano inicjacje zarodkéw somatycznych oraz ich liczebnos¢.

Na tym etapie badan przeprowadzono sze$¢ doswiadczen, w ktorych okreslono:

Wplyw zawartoséci auksyn i BAP w pozywce na indukcje¢ somatycznej embrio-
genezy w kulturach kalusowych

Fragmenty tkanki kalusowej wyktadano na pozywki z dodatkiem auksyn — NAA, piklo-
ramu i dicamby (2 i 4 mg - dm™*) oraz cytokininy BAP (1,2,5i5mg dm™).

Wplyw zawartosci poliamin stosowanych tacznie z NAA | BAP w pozywce na
indukcje somatycznej embriogenezy w kulturach kalusowych

Fragmenty tkanki kalusowej wyktadano na pozywki z dodatkiem poliamin: putrescyny,
sperminy i spermidyny, stosowanej fgcznie lub w kombinacji z regulatorami wzrostu, ktore
wplywaly najkorzystniej na somatyczng embriogeneze w poprzednim etapie rozwoju roslin —
2mg-dm™ NAAi1mg-dm™ BAP.

Wplyw sktadu mineralnego pozywki na indukcje somatycznej embriogenezy
w kulturach kalusowych

Testowano sktad mineralny pozywek wykorzystanych do indukcji somatycznej em-
briogenezy. W do$wiadczeniu zastosowano MS, SH, BS oraz modyfikacje tych pozywek,
uzupetnianych 5 mg - dm™ spermidyny, 2 mg - dm™ NAA, w potgczeniu z 1 mg - dm™ BAP.



26 3. Materiaf i metody badari

Wplyw barwy $wiatla na indukcje somatycznej embriogenezy w kulturach kalu-
sowych

Fragmenty tkanki kalusowej wyktadano na pozywke uznang za najlepszg do indukcji
somatycznej embriogenezy w poprzednim etapie badan, czyli MS — z dodatkiem 2 mg - dm™
NAA i 1 mg-dm™ BAP oraz 5 mg - dm™ spermidyny i doéwietlano przez 16 godzin $wiattem
o roznej barwie — biatej, czerwonej, zottej, niebieskiej i mieszaning $wiatta biatego i czerwo-
nego (w stosunku 2 : 1) oraz prowadzono kultury bez dostepu $wiatta.

Dynamika indukcji zarodkéw somatycznych

Okre$lono czesto$é formowania sie zarodkéw somatycznych przez 12 tygodni trwa-
nia doswiadczenia. Eksplantaty wyktadano na pozywke z dodatkiem 5 mg - dm™® spermidyny,
2mg-dm~ NAA i 1 mg-dm™ BAP i co tydzien, w trakcie obserwacji mikroskopowych, oce-
niano liczbe pojawiajacych sie zarodkéw somatycznych. Potowa z wytozonych eksplantatow
pochodzita z kultur prowadzonych przy standardowo stosowanym fotoperiodzie (16 godzin
do$wietlania, 8 godzin ciemnoéci), druga potowa — z kultur przetrzymywanych przez trzy
ostatnie tygodnie przed zatozeniem do$wiadczenia w ciemnosci.

Wplyw przetrzymywania kultur w ciemnosci na indukcje somatycznej embrio-
genezy w kulturach kalusowych

Fragmenty tkanki kalusowej namnazanej na pozywce uznanej za najkorzystniejszq
do proliferacji tkanki kalusowej, przetrzymywanej na etapie namnazania od 1 do 8 tygodni
w ciemnoéci, wyktadano na pozywki bez dodatku regulatoréw wzrostu, wystawione przez 16
godzin dziennie na dziatanie $wiatta biatego, o najwyzszym natgzeniu napromienienia kwan-
towego wynoszacym 80 pmol-m™-s™' przez 12 tygodni. Na etapie indukcji somatycznej
embriogenezy (po wystawieniu ich na dziatanie $wiatta) tkanke kalusowg przenoszono na
pozywke MS bez dodatku regulatoréw wzrostu.

3.5. Inicjacja bezposredniej somatycznej embriogenezy

Podczas kolejnego etapu badan okreslono wplyw regulatoréw wzrostu (auksyn, BAP
i poliamin) na inicjacje bezposredniej somatycznej embriogenezy. Eksplantatami do zatoze-
nia do$wiadczenia byty fragmenty blaszek lisciowych o wymiarach 1 x 1 cm, pobrane z chry-
zantem rosngcych w kulturach in vitro, na pozywce MS, bez regulatoréw wzrostu. Na kazdy
rodzaj pozywek wyktadano po 100 blaszek lisciowych w powtérzeniu, a do$wiadczenie za-
ktadano w trzech powtérzeniach. Po 12 tygodniach od zatozenia kultury przeprowadzono
obserwacje, okreslajgc czgstos¢ eksplantatow, w przypadku ktérych obserwowano formowa-
nie si¢ zarodkow somatycznych i ich liczbe. Wszystkie kultury prowadzono w pokoju wzro-
stowym, w podanych wczesniej warunkach i, o ile nie zaznaczono inaczej, kultury doswie-
tlano przez 16 godzin na dobe biatym $wiattem fluorescencyjnym, o natezeniu napromienie-
nia kwantowego wynoszacym 40 pmol - m~-s™.

Na tym etapie badan przeprowadzono pie¢ do$wiadczer i okreslono:
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Wplyw auksyn i BAP na indukcje bezposredniej somatycznej embriogenezy

Okreslono reakcje eksplantatow, ktérymi byly fragmenty blaszek lisciowych, na jedno-
czesne zastosowanie auksyn: NAA, pikloramu i dicamby z BAP w stezeniu 1, 2 lub 5 mg - dm™,
Auksyny dodawano do pozywek w iloéci 2 i 4 mg - dm™,

Wplyw poliamin oraz NAA i BAP na indukcje bezposredniej somatycznej em-
briogenezy

Okreslono reakcje fragmentéw lisci na zastosowanie poliamin: putrescyny, sperminy
i spermidyny w potgczeniu z 4 mg-dm™ NAA i 2 mg-dm™ BAP, Poliaminy dodawano do
pozywki w iloéci 15 mg-dm™,

Wplyw sktadu mineralnego pozywki na indukcje bezposredniej somatycznej
embriogenezy

Okreslono reakcje fragmentéw roslinnych na sktad mineralny pozywki. Eksplantaty wy-
ktadano na pozywki SH, B5, MS oraz modyfikacjach pozywki MS: o zawartosci makroelemen-
tow zmieniejszonej o potowe w stosunku do MS, zwigkszonej dwukrotnie zawartosci NH;NO4
lub KNO;,. Pozywki uzupetniano 5 mg - dm™® spermidyny, 4 mg - dm™ NAA i 2 mg - dm™ BAP,

Wplyw barwy $wiatta na indukcj¢ bezposredniej somatycznej embriogenezy

Eksplantaty lisciowe wyktadano na pozywke uzupetniong 5 mg-dm™ spermidyny,
4mg-dm™ NAA i 2 mg-dm™ BAP i doswietlano substytucyjnie przez 16 godzin $wiattem
o réznej diugosci fali elektromagnetycznej — stosowano lampy TLD Philips 36 W o $wietle
biatym, czerwonym, z6ttym, niebieskim oraz $wietle mieszanym (bialym i czerwonym w sto-
sunku 2 : 1) oraz prowadzono kultury bez dostgpu $wiatta.

Dynamika indukcji zarodkéw somatycznych

Na tym etapie badan okreslono czesto$¢ formowania sie zarodkéw somatycznych
przez 12 tygodni trwania do$wiadczenia. Potowa z wytozonych eksplantatéw pochodzita
z kultur pedowych prowadzonych przy standardowo stosowanym 16-godzinnym okresie do-
$wietlania, druga potowa — z kultur przetrzymywanych przez trzy ostatnie tygodnie przed
zatozeniem do$wiadczenia w ciemnoséci. Eksplantaty wyktadano na pozywke z dodatkiem
5mg-dm™ spermidyny, 4 mg -dm™ NAA, w polaczeniu z 2 mg-dm™ BAP i co tydzien,
w trakcie obserwacji mikroskopowych, oceniano liczbg pojawiajgcych sie zarodkéw soma-
tycznych.

3.6. Dojrzewanie i konwersja zarodkéw somatycznych

Na tym etapie badar na pozywki wyktadano zarodki somatyczne formujgce sie na
drodze bezpoéredniej i posredniej somatycznej embriogenezy, o diugosci okoto 2 mm, be-
dace w stadium torpedy lub zarodka dojrzatego. Na kazdg z pozywek wyktadano po 50 za-
rodkéw, pojedynczo do probowek o pojemnoéci 30 ml. Pozywki przygotowywano i ste-
rylizowano podobnie jak w poprzednich etapach badan. Probéwki z zatozonymi kulturami
umieszczano w pokoju wzrostowym, w temperaturze 24°C i, o ile nie zaznaczono inaczej,
doswietlano substytucyjnie $wiatlem biatlym o natgzeniu napromienienia kwantowego wyno-
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szacym 40 pymol-m2-s™' przez 16 godzin. Po szeéciu tygodniach okre$lono procentowy
udziat kietkujgcych zarodkéw somatycznych.

Wptlyw sktadu mineralnego pozywki na konwersje zarodkéw somatycznych

Zarodki somatyczne zainicjowane na drodze bezposéredniej oraz posredniej embrio-
genezy, o diugosci okoto 2 mm, wyktadano na pozywke regeneracyjng MS oraz modyfikacje
tej pozywki: pozywke o zmniejszonej o potowe zawartosci wszystkich makroelementéw oraz
0 zmniejszonej o potowe zawartosci NH;NO; i KNO,.

Wplyw weglowodanéw na konwersje zarodkéw somatycznych

Podobnie jak w poprzednim do$wiadczeniu zarodki somatyczne otrzymane na drodze
bezposredniej i posredniej somatycznej embriogenezy wyktadano na pozywki MS o zmniej-
szonej o potowe zawartosci makroelementow z dodatkiem sacharozy, fruktozy i glukozy
w stezeniu od 15 do 60 g - dm™.

Wplyw hydrolizatu kazeiny i wegla aktywowanego na konwersje zarodkéw so-
matycznych

Podobnie jak w poprzednim do$wiadczeniu zarodki somatyczne otrzymane na drodze
bezposredniej i posredniej somatycznej embriogenezy wyktadano na pozywki MS o zmniej-
szonej o polowe zawartosci makroelementow z dodatkiem 45 g - dm™ sacharozy oraz od 0,1
do 1g-dm™ wegla aktywowanego i hydrolizatu kazeiny.

Wptlyw swiatta na konwersje zarodkéw somatycznych

Zbadano wptyw $wiatta o réznej barwie na konwersje zarodkéw uzyskanych na dro-
dze bezposredniej i posredniej embriogenezy. Zarodki wykladano na pozywki MS
0 zmniejszonej o potowe zawartosci makroelementéw, z dodatkiem 45 g - dm™ sacharozy.
Kultury do$wietlano $wiattlem biatym, czerwonym, zo6ttym, niebieskim, mieszanym ($wiatto
biate i czerwone w stosunku 2 : 1) oraz prowadzono bez dostepu $wiatta.

Wplyw moczenia w roztworze ABA na konwersje zarodkéw somatycznych

Zarodki somatyczne otrzymane na drodze bezposredniej i posredniej somatyczne;
embriogenezy wyktadano na pozywke uznang w poprzednich doéwiadczeniach za najlepszg
do regeneracji zarodkéw somatycznych — pozywke MS o zmniejszonej o potowe zawartosci
makroelementow z dodatkiem 45 g - dm™ sacharozy. Przed wylozeniem na pozywki izolowa-

ne zarodki somatyczne moczono przez 5 minut w roztworach od 0,1 do 0,5 mg - dm™ ABA.
Prace te prowadzono w warunkach sterylnych.

3.7. Analiza statystyczna wynikéw badan

Otrzymane we wszystkich etapach badar wyniki opracowano statystycznie, poddajac
je analizie wariancji. Do oceny réznic migdzy $rednimi zastosowano test Tukeya, wyliczajgc
potprzedziaty ufnosci na poziomie istotnosci a = 0,05. Wartoéci procentowe przeksztatcono,

wykorzystujgc transformacje Blissa. Srednie roznigce sie istotnie oznaczono w tabelach ko-
lejnymi literami alfabetu.
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3.8. Okreslenie zmiennosci genetycznej fragmentéw kalusa
i zregenerowanych roslin metoda ISSR-PCR

Materiatem badawczym do zatozenia doswiadczenia byty fragmenty roslin oraz tkan-
ka kalusowa chryzantemy uzyskana w wyniku prowadzenia kultur w réznych warunkach.
Analizowano wplyw rozmnazania chryzantem w kulturach in vitro na drodze sadzonek pedo-
wych (przez rok), dlugo$¢ okresu prowadzenia kultur kalusowych (od jednego miesigca do
jednego roku) na czestos¢ powstatych zmian. Badania prowadzono na probach zbiorczych,
powstatych z potgczenia fragmentow tkanek 10 osobnikow danego rodzaju (tab. 1). Dodat-
kowo wyizolowano DNA z 50 regenerantéw otrzymanych na drodze posredniej i bezposred-
niej somatycznej embriogenezy, wedtug protokotu uznanego za najkorzystniejszy (rozdziat
4.7) i analizowano kazdg z prob oddzielnie.

Izolacje DNA przeprowadzono, wykorzystujgc zestaw Genomic DNA Prep Plus (A&A
Biotechnology). Pomiar stezenia DNA przeprowadzono w spektrofotometrze GeneQuant

RNA/DNA (Pharmacia LKB).

Tabela 1. Pochodzenie tkanek roélinnych, z ktérych wyizolowano DNA

Numer ; , Dtugos¢ okresu
proby s trwania kultur
1 fragmenty rosliny matecznej (kontrola) 5
2 fragmenty roélin namnazanych na pozywce MS bez 1 rok
dodatku regulatoréw wzrostu
3 tkanka kalusowa namnazana na pozywce ptynnej 3 pasaze fgcznie
w bioreaktorze 3 miesigce
4 1 miesiac
§ tkanka kalusowa namnazana przez rozny okres 6 miesigcy
6 1 rok
7 fragmenty blaszek lisciowych 10 roélin zregenerowa- 1 miesigc
8 nych z zarodkéw somatycznych zaindukowanych na 6 miesiecy
tkance kalusowej namnazanej na pozywkach statych
9 przez rbzny okres 1 rok
roéliny zregenerowane na drodze bezposredniej soma-
10 tycznej embriogenezy (eksplantaty — fragmenty blaszek -
lisciowych)

Do badar wykorzystano 30 starterow ISSR-PCR ze specyficznym, selektywnym kori-
cem 3', z czego 10 dawato produkty widoczne pozniej na zelu agarozowym (tab. 2). Miesza-
nina reakcyjna o objetosci catkowitej 25 pl zawierata dd H,0, 10 x PCR bufor z (NH,4),SO,,
2 mM MgCl, (Fermentas MBI), 0,2 mM kazdego z nukleotydéw dNTP (2 mM) (Fermantas
MB), 2,5 nM startera (Proligo) i 1 u Taq DNA polimerazy (Fermentas MBI) oraz 25 ng geno-
mowego DNA. Po krotkim zwirowaniu mieszaniny reakcyjnej przenoszono jg do termocyklera
(Eppendorf — Mastercycler), w ktérym odbywata sig reakcja PCR. Stanowita ona szereg cykli
obejmujacych denaturacje nici DNA w temperaturze 94°C przez 420 sekund, przylaczenie
starterow do pojedynczych nici DNA w temperaturze 37-72°C przez 45 sekund, synteze
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DNA z wykorzystaniem DTP i Mg oraz polimerazy Taq w temperaturze 72°C przez 120 se-
kund. Cykle byly powtarzane 35 razy. Po ich zakonczeniu produkt PCR inkubowano przez
7 minut (420 sekund) w temperaturze i %

Tabela 2. Startery generujgce produkty reakcji ISSR-PCR

Numer startera Sekwencja startera (5'-3') Temperatu ?c?)rzy%aczania
808 5'GAGAGAGAGAGAGAGAGS3’ 52
809 5 GAGAGAGAGAGAGAGAYG3' 53
812 5'GAGAGAGAGAGAGAGAC3’ 52
816 5 AGAGAGAGAGAGAGAGYCSZ' 85
817 5'AGAGAGAGAGAGAGAGYG3' 55
821 5'GAGAGAGAGAGAGAGAYC3’ 55
827 5'ACACACACACACACACGG3’ 85
830 5TGTGTGTGTGTGTGTGGY 52
835 5'AGAGAGAGAGAGAGAGYT3' 53
855 5'AGAGAGAGAGAGAGAGYTY' 53

Produkty reakcji ISSR-PCR rozdzielano w polu elektrycznym, w 2-procentowym zelu
~ agarozowym przy statym napigciu 65 V przez jedng godzing. Elektroforeze przeprowadzono
w aparacie Mini Sub-Cell GT (Bio-Rad) w obecnosci buforu 1 x TBE. Do kieszonek Zelu nano-
szono po 20 pl produktu ISSR wymieszanego buforem obcigzajacym (0,25% btekit bromofe-
nolowy + 40% sacharoza). Wzorcem masowym byt O'Range Ruler 200 bp DNA Ladder (Fer-
mentas MBI). Produkty amplifikacji uwidaczniano w obecnoéci bromku etydyny (EtBr) na trans-
luminatorze UV Foto 21 (Fotodyne). Obrazy elektroforetyczne otrzymane w $wietle UV zostaty
sfotografowane aparatem Polaroid (DS-34) — program komputerowy Diversity One (Pharmacia
Biotech). Produkty uznane za nieobecne u jednych genotypéw, a widoczne u innych, uznano
za polimorficzne. Podobienstwo genetyczne obliczone zostato przez wspoétczynnik Jaccarda.
Dendrogram podobiefistwa genetycznego wykreslono na podstawie algorytmu skupien
UPGMA, stosujgc program komputerowy Diversity One 1.3 (Pharmacia Biotech).
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4.1. Inicjacja kultur kalusowych

Wplyw zawartosci auksyn w pozywce na inicjacje tkanki kalusowej
Zastosowane w do$wiadczeniu auksyny miaty istotny wplyw zaréwno na czesto$é
eksplantatow inicjujgcych tkanke kalusowa, jak i jej mase (tab. 3).

Tabela 3. Procentowy udziat eksplantatow wyksztatcajacych tkanke kalusowq oraz jej masa
(9) na pozywkach o zr6znicowanej zawarto$ci auksyn

e ekspl tow g
Auksyna (mg-dm™) wykszt’;{rg:iggtych tE aa':ktg kalusowg | M@sa tkanki kalusowej (g)
kontrola brak tkanki kalusowej
0.6 26 fg 0,48 de
i) 35 efg 0,56 cd
febe 2,0 60 de 0,47 de
4,0 g 0,17 gh
0,5 18 g 0,17 gh
1,0 27 fg 0,11 h
IAA 2,0 38 ef 0,27 gh
4,0 48 e 0,29 fg
0,5 28 fg 0,23 gh
IBA 1,0 31 efg 0,56 cd
2,0 30 fg 0,33 efg
4,0 32 efg 0,32 efg
0,5 100 a (0%
1,0 100 a 0,89 a
NAR 2,0 100 a 0,87 ab
4,0 100 a 0,98 a
0,5 88 abc 0,21 gh
PIK 1,0 92 ab 0,29 fg
2,0 100 a 0,42 def
4,0 100 a 0,19 gh
0,5 82 bc 0,49 d
1,0 98 a 0,43 de
NG 2,0 100 a 0,59 cd
4,0 100 a 0,71 bc

* Srednie oznaczone ta sama literg nie réznig sig od siebie istotnie na poziomie o = 0,05.

W przypadku fragmentéw blaszek lisciowych wytozonych na pozywki uzupetione
NAA, niezaleznie od stezenia auksyny, oraz dicambg i pikloramem w stezeniu 2 i 4 mg - dm™,
obecno$¢ tkanki kalusowej stwierdzono w przypadku wszystkich eksplantatow. Eksplantaty
wylozone na pozywki z dodatkiem IAA w najnizszym stezeniu inicjowaty tkanke kalusowg
z najnizszg czestoscia (18%). Na pozywce kontrolnej — bez dodatku regulatorow wzrostu —
nie obserwowano tworzenia sig tkanki kalusowej. Tkanke kalusowa o najwigkszej masie wy-
ksztafcity eksplantaty lisciowe wylozone na pozywki z dodatkiem NAA w wyzszym stezeniu —
od 1 do 4 mg-dm™ (od 0,87 do 0,98 g). Eksplantaty wylozone na pozywki z dodatkiem IAA
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w nizszym stezeniu (od 0,5 do 2 mg - dm™) oraz 2,4-D w najwyzszym stezeniu wyksztatcity
najmniejszq masg tkanki kalusowej (od 0,11 do 0,17 g).

Kalus pod wptywem NAA oraz 2,4-D miat jasnozielony kolor i gruzetkowatg strukture.
Kalus wyksztatcony na eksplantatach wylozonych na pozywki z dodatkiem pikloramu i di-
camby byt kremowozotty, o zbitej strukturze i gtadkiej, btyszczgcej powierzchni. Tkanka kalu-
sowa uzyskana na eksplantatach lisciowych wytozonych na pozywki dodatkiem IBA i IAA
charakteryzowata sig litg i twarda, ciemnozielong powierzchnia.

Wptyw dodatku do pozywki auksyn i BAP na inicjacje tkanki kalusowej
Eksplantaty lisciowe wylozone na pozywki z dodatkiem BAP, dodawanej do pozywek
jako jedyny regulator wzrostu, nie wyksztatcity tkanki kalusowej (tab. 4).

Tabela 4. Procentowy udziat eksplantatow wyksztatcajgcych tkanke kalusowg oraz jej masa
(9) na pozywkach o zréznicowanej zawartosci auksyn i cytokininy BAP

Udziat eksplantatow
Roslinne regulatory wzrostu | iy cztatcajacych tkanke | Masa tkanki kalusowej (g)
(mg - dm™) kalusowg (%)
BAP 4 brak inicjacji tkanki kalusowej
1 100 a 0,71 bed
2 100 a 0,90 b
2 100 a 0,87 b
4 100 a 0,96 b
NAARRNT S .oy TH 1N 100 a 0,81 bc
2 + 4 100 a 092 b
3 + 4 100 a 1,21 a
4 + 4 100 a 1,25 a
1 96 a 0,20 hi
2 97 a 0,26 ghi
3 100 a 0,43 efghi
4 100 a 0,20 hi
PIK + BAP 1 +!.4 92 a 047 i
2 + 4 98 a 0,35 fghi
3 + 4 100 a 0,40 efghi
4 + 4 100 a 0,41 efgh
1 92 a 0,47 efg
2 94 a 0,44 efg
3 93 a 0,60 cde
4 100 a 0,72 bed
DIC + BAP o e o 100 a 042 efgh
204 4 100 a 0,46 efg
3 + 4 100 a 0,55 def
4 + 4 100 a 0,59 cde

* Srednie oznaczone tg samg literg nie rozniq sig od siebie istotnie na poziomie a = 0,05.

Procent eksplantatow wyksztatcajgcych tkanke kalusowg w przypadku pozywek uzu-
petnionych o auksyny lub kombinacje auksyny i BAP nie réznit sie od siebie istotnie. Stwier-
dzono natomiast istotny wptyw zastosowanych regulatorow wzrostu na mase tkanki kaluso-
wej. Eksplantaty wytozone na pozywke z dodatkiem 3 i 4 mg -dm™ NAA dodanych do po-
zywki rownoczesénie z 4 mg dm™® BAP wyksztatcity kalus o najwigkszej masie (odpowiednio:
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1,21 11,25 g). Nie stwierdzono natomiast istotnego wptywu dodatku BAP w pozywce na in-
dukcje tkanki kalusowej, kiedy regulator ten stosowano tgcznie z pikloramem lub dicamba.

Kalus wyksztatcony na pozywkach z dodatkiem auksyn i BAP charakteryzowat sie ja-
$niejszq barwg niz kiedy indukowany byt na pozywkach zawierajgcych jedynie auksyny.
W przypadku NAA miat gruzetkowatg strukture, fatwo rozpadat si¢ na mniejsze fragmenty.
Kalus wyksztalcony na fragmentach wytozonych na pozywki z dodatkiem pikloramu
i dicamby byt bardziej zbity i twardy.

Wplyw poliamin oraz warunkow s$wietinych prowadzenia kultury na inicjacje
tkanki kalusowej

Eksplantaty wyktadane na pozywki z dodatkiem putrescyny, stosowanej jako jedyny re-
gulator wzrostu zamieraty — nie obserwowano w ich przypadku wyksztatcania sig tkanki kalu-
sowej. Natomiast dodatek sperminy i spermidyny, jako jedynego regulatora wzrostu, indukowat
kaulogeneze, choé masa wyksztatconej tkanki kalusowej byta znacznie mniejsza od kontroli,
czyli fragmentéw roslin wyktadanych na pozywke uzupetniong 4 mg - dm™NAA i BAP (tab. 5).

Reakcja eksplantatow na dodatek poliamin, stosowanych tgcznie z pozywka uznang
za najkorzystniejszg do inicjacji kultur kalusowych w poprzednim do$wiadczeniu (4 mg - dm™
NAA i BAP), byta zroznicowana. Czgsto$¢ eksplantatow wyksztatcajgcych tkanke kalusowg
na pozywkach z dodatkiem 4 mg dm™® NAA i BAP oraz putrescyny, sperminy i spermidyny
byta do siebie zblizona i wahata si¢ od 96 do 100%. Na ksztaltowanie si¢ omawianej cechy
nie miaty réwniez wptywu warunki éwietine. Obserwowano natomiast istotny wptyw zastoso-
wanych regulatoréw wzrostu, jak i warunkow Swietinych prowadzenia kultury na ksztattowa-
nie sie masy tkanki kalusowej. Dodatek do pozywek sperminy w nizszych stezeniach (od 0,5
do 1 mg - dm™®) nie miat wptywu na ksztattowanie si¢ masy tkanki kalusowej w stosunku do
kontroli. Istotne jej zwiekszenie w przypadku sperminy obserwowano dopiero przy wyzszym
stezeniu -2 mg - dm®, Natomiast dodatek spermidyny do pozywki juz w najnizszym stezeniu
(0,5 mg - dm™*) powodowat istotne zwigkszenie si¢ masy tkanki kalusowej i rosta ona wraz ze
wzrostem stezenia tego regulatora w pozywce. Najwigkszg mase tkanki kalusowej stwier-
dzono w przypadku eksplantatow wylozonych na pozywki z 5 mg ~dm® spermidyny oraz 4
mg - dm™ NAA i BAP (fot. 2a).

Dodatni wplyw poliamin na inicjacje tkanki kalusowej obserwowano jedynie w kultu-
rach doéwietlanych — w przypadku kultur prowadzonych w ciemnosci dodatek poliamin nie
miat wplywu na ksztaltowanie si¢ omawianej cechy. ;

Wplyw barwy $wiatta na inicjacje tkanki kalusowej

Eksplantaty liéciowe, wyktadane na pozywke uznang za najlepszg do indukcji kultur
kalusowych w poprzednim etapie badar — z dodatkiem 4 mg-dm™ NAA i BAP oraz
5 mg - dm™® spermidyny i doswietlane $wiattem o réznej barwie réznity si¢ istotnie masg wy-
ksztatconej tkanki kalusowej (rys. 1). Doswietlanie kultur swiattem biatym stosowanym tgcz-
nie z czerwonym powodowalo zwigkszenie si¢ masy indukowanego kalusa, w stosunku do
standardowo stosowanego do$wietlania $wiattlem biatym oraz wptywato korzystnie na jego
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strukture i barwe — przybierat on jasniejszy kolor i charakteryzowat sig strukturg gruzetkowa-
tg. Doswietlanie fragmentéw lisci Swiatlem niebieskim powodowato brgzowienie i zamieranie
czesci kultur, a jego masa byta najmniejsza. W kulturach tych obserwowano ryzogenezg —
na fragmentach lisci widocznych byto od 5 do 10 korzeni. Kalus powstawat réwniez w kultu-
rach prowadzonych bez dostepu $wiatta i charakteryzowat si¢ jasnokremowg barwg (fot. 2b).

Tabela 5. Procentowy udziat eksplantatow wyksztatcajgcych tkanke kalusowg (%) oraz jej
masa (g) na pozywkach o zréznicowanej zawartosci poliamin oraz NAA i BAP

Regulatory wzrostu (mg - dm"®)

Udziat eksplantatow wyksztatcajgcych
tkanke kalusowg (%)

Masa tkanki kalusowej (g)

3t < $rednia = € | srednia
NAA + BAP (kontrola) 4,0 + 4,0 96,2a 99,3 a 97,8 a 1,28¢0 1itia 12kl
0,5
;(()) eksplantaty brazowiejace i zamierajgce, brak tkanki kalusowej
Putrescyna 5:0
+NAA+BAP 05+ 40+ 4,0 98,2a 98,1 a 98,2 a 4,22 ¢t 1,11 a 147 b
1,0+ 40+ 4,0 99,4 a 100,0 a 99,5 a 124 ¢ | 112 a e B
20+ 40+ 40| 100,0a 100,0 a 100,0 a g e 100 a 1,14 b
50+ 40+ 4,0 | 100,0a 100,0 a 100,0 a 128 ¢ | 1,10 a 1,18 b
0,5 5,4 cc 28 ¢ 40 ¢ 01144 110:1046 0,11 d
40 5,9 bc 34 c 4,7 € 0,124 150,08:¢ 0,10 d
2,0 9,1b 19 ¢ 55 C 0,19 e | 0,07 ¢ 0,13 d
Spermina + 5,0 1.2¢ 12 ¢ 1290 0,09 f 012 bc | 0,11 d
NAA+BAP 05+ 40+ 4,0 | 100,0a 100,0 a 100,0 a 1,24 ¢ | 1,09 a 1,17 b
1,0+ 40+ 4,0 98,8 a 100,0 a 994 a 1,30 bc| 1,16 a 1,23 ab
20+ 40+ 40| 100,0a 100,0 a 100,0 a 139 b | 1,14 a 1,27 ab
50+ 4,0+ 4,0 | 100,0a 100,0 a 100,0 a 142 b | 1,13 a 1,28 ab
0,5 15,0b 16,2 b 15,6 b 021 e | 021 b 021 ¢
1,0 215b 19,1 b 20,3 b 031 d | 024 b 0,28 €
2,0 19,4 b 199 b 19,7 b 029 d | 0,19 b 0,24 C
Spermidyna 5 ¢ 24,1b 159 b 200 b 029 d | 028b | 029 ¢
+NAA+BAP 05+ 40+ 4,0 | 100,0a 99,0 a 995 a 139 b | 1,13 a 1,26 ab
1,0+ 4,0+ 4,0 | 100,0a 100,0 a 100,0 a 142 b | 117 a 1,30 ab
20+ 40+ 40 | 1000a 100,0 a 100,0 a 162 a | 1,16 a 1,39 a
50+ 40+ 4,0 | 100,0a 100,0 a 100,0 a 1,76 a | 1,14 a 1,45 a
Srednia 66,4r.n. | 63,9rn. 092a | 076b

* Srednie oznaczone tg sama literg nie roznig sie od siebie istotnie na poziomie a = 0,05.
{:1- — kultury do$wietlane $wiattem biatym przez 16 godzin

& - kultury prowadzone w ciemno$ci




Fot. 2. Tkanka kalusowa wyksztalcona na fragmentach lisci wylozonych na pozywki MS
z dodatkiem 4 mg-dm™* BAP i NAA oraz 5 mg-dm™ SPDM, inicjowana w kulturach
doswietlanych $wiatlem bialym (a) i prowadzonych w ciemno$ci (b). Namnazanie ka-
lusa na pozywce z dodatkiem 5 mg-dm™ SPDM i 4 mg-dm™ i 3 mg-dm™ BAP (c).
Zarodki somatyczne zainicjowane w kulturach kalusowych na pozywce z dodatkiem
2mg-dm™ BAP i 1 mg-dm™ NAA oraz 5 mg-dm™* SPDM w stadium globularnym

(d), sercowatym (e) i torpedy (f)
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Rys. 1. Masa tkanki kalusowej (g) zainicjowanej na eksplantatach lisciowych w réznych wa-
runkach éwietinych

4.2. Namnazanie tkanki kalusowej na pozywkach statych

Whplyw zawartosci auksyn i BAP w pozywce na namnazanie si¢ tkanki kalusowej

Na podstawie otrzymanych wynikow stwierdzono istotny wptyw zastosowanych w do-
swiadczeniu kombinacji auksyn z BAP na namnazanie sig tkanki kalusowej (rys. 2). Tkanka
kalusowa wylozona na pozywke kontrolna, bez dodatku regulatoréw wzrostu, nie namnazata
sie — zOlkta i zamierata. Namnazata sig ona najintensywniej, kiedy wyktadano jg na pozywki
uzupetnione 1 mg- dm= NAA i BAP, nieco gorzej na podiozu z dodatkiem kombinacji DIC
i BAP. Na obu wymienionych pozywkach miata ona charakter embriogenny — charakteryzo-
wala sie gruzetkowatg struktur i intensywnie zielonym kolorem.

Wplyw pozostatych auksyn stosowanych tacznie z cytokining byt znacznie mniej ko-
rzystny. Najmniejsza mase tkanki kalusowej stwierdzono w przypadku kultur prowadzonych
na pozywkach z dodatkiem 2,4-D, PIK, IAA i IBA stosowanych tacznie z BAP. Wyksztatcona
tkanka kalusowa byta zbita i twarda, a na pozywkach z dodatkiem 2,4-D brazowiata i stop-
niowo zamierata.

0,16
0,14
0,12

0,10
0,08
0,06
0,04
0,02
0,00

kontrol 1024D 10IAA 10I1BA 10NAA 10PIK 10DIC

Masa (g)

Rys. 2. Masa tkanki kalusowej (g) namnazanej na pozywkach z dodatkiem zréznicowanej
zawarto$ci regulatorow wzrostu
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Wplyw stezenia NAA i BAP w pozywce na namnazanie sig tkanki kalusowej

Zastosowany w dos$wiadczeniu dodatek do pozywek kombinacji NAA i BAP miat
istotny wptyw na namnazanie si¢ tkanki kalusowej — jej masa wahata sie od 0,09 do 0,82 g
(tab. 6).

Tabela 6. Masa tkanki kalusowej (g) namnazanej na pozywkach z dodatkiem NAA i BAP
w zréznicowanych stgzeniach

-3
Regulatory wzrostu (mg - dm™) Masa tkanki kalusowej (g)
BAP NAA
1,0 0,09 h
2,0 023 g
1,0 3,0 018 gh
40 017 gh
5.0 011 h
1.0 021 gh
2,0 024 g
2,0 3.0 024 g
40 019 gh
5,0 016 gh
1.0 0,43 de
2.0 048 d
3,0 3.0 0.63 be
40 0.66 bo
5.0 0.82 a
1.0 0.36 ef
2,0 ;8493 ¢ bo
40 3.0 046 de
40 027 fg
5.0 0.71 ab
10 023 g
2.0 036 ef
5,0 3.0 052 cd
40 059 ¢
5.0 0.55 cd

* Srednie oznaczone tq sama literg nie roznia sig od siebie istotnie na poziomie a = 0,05.

Przy rbwnym poziomie NAA i BAP wynoszacym 1 mg - dm™ przyrost masy tkanki ka-
lusowej byt najstabszy. Namnazanie tkanki kalusowej zachodzito najintensywniej, kiedy wy-
tozono jg na pozywki z dodatkiem 5 mg-dm™ NAA oraz 3 lub 4 mg-dm™ BAP (tab. 6).
Tkanka kalusowa namnazana na pozywkach z dodatkiem 5 mg - dm™ BAP byta nadmiernie
uwodniona, obserwowano objawy witryfikacji, stwierdzono réwniez w jej przypadku inten-
sywng organogeneze — wyksztaltcaly sig liczne pedy przybyszowe. Znacznie lepszymi wia-
$ciwosciami charakteryzowata sie tkanka na pozywkach z dodatkiem nizszego stezenia cy-
tokininy — byta intensywnie zielona, ale bez objawow witryfikacji i miata strukture gruzetkowa-
ta. Tkanka kalusowa namnazana na pozywkach o najwyzszym stezeniu NAA (5 mg-dm™)
nie miata charakteru embriogennego — charakteryzowata sig ciemnozielonym kolorem i zbitg
strukturg, pod koniec prowadzenia kultury dochodzito w przypadku tego rodzaju kultur do
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brgzowienia i zamierania tkanki kalusowej. Dlatego tez w dalszej czgsci badan wykorzystano
kombinacje o nizszym stezeniu tej auksyny: 4 mg-dm ™ NAA i3 mg- dm™ BAP.

Wplyw dodatku do pozywki NAA, BAP i poliamin oraz warunkéw $wietinych
prowadzenia kultury na namnazanie sig tkanki kalusowej

Tkanka kalusowa namnazana na pozywce z dodatkiem putrescyny w stezeniu
115 mg-dm™ zétkta i zamierata w ciggu dwéch tygodni od zatozenia kultury (tab. 7).

W przypadku kultur prowadzonych na pozywkach z dodatkiem 1 i 5 mg - dm™ sper-
midyny i sperminy masa namnozonej tkanki kalusowej wahata si¢ w przypadku kultur do-
$wietlanych od 0,09 do 0,19 g~ dm, za$ w przypadku prowadzonych w ciemnosci od 0,11
do 0,19 mg - dm™® (fot. 2c). Kalus charakteryzowat si¢ zielong barwg i gruzetkowatg struktura.
Stosowanie dodatku poliamin w stezeniu 1 i 5 mg-dm™ tgcznie z 4 mg-dm™ NAA
i3 mg-dm™ BAP nie powodowato bardziej intensywnego wzrostu tkanki kalusowej, w po-
rownaniu z pozywkg uzupetniong jedynie NAA i BAP w wymienionym stezeniu. Warunki
Swietine prowadzenia kultury nie miaty wptywu na mase namnozonej tkanki kalusowej.

Tabela 7. Masa tkanki kalusowej (g) namnazanej na pozywkach z dodatkiem poliamin oraz
NAA i BAP w zréznicowanych warunkach éwietinych

- Warunki $wietine :
Regulatory wzrostu (mg - dm™) - - Srednia
Swiatto biate ciemno$é
NAA + BAP 40 3,0 0,80 a 0,74 a 0,77 a
1,0 tkanka kalusowa zétkngca
Putrescyna + 5,0 i zamierajgca
NAA +BAP 1,0 40 3,0 082 a 0,71 a 0,77 a
50 40 3,0 0,84 a 0,70 a 0,77 a
1,0 0,19 b 0,16 b 0,18 b
Spermina+ 5,0 0,188 0,16 b 0,16 b
NAA+BAP 10 40 3,0 093 a 0,71 a 082 a
50440 3.0 0,79 a 0,71 a 0,75 a
. 1,0 0,09 b 0,11 b 0,10 b
SPRITIRYOR. » pig 0,10 b 019 b 015 b
BAP 1,0 40 3,0 0,79 a 0,73 a 0,76 a
50 40 30 0,89 a 069 a 0,79 a
Srednia 0,58 r.n. 0,51 r.n.

* Srednie oznaczone tg sama literg nie réznig sie od siebie istotnie na poziomie a = 0,05.

Wplyw barwy swiatta na namnazanie sig tkanki kalusowej

Tkanka kalusowa namnazata si¢ z r6zng intensywnoscig, kiedy doswietlano jg swia-
tlem o roznej barwie (rys. 3). Doswietlanie kultur $wiattem czerwonym powodowato zwigk-
szenie si¢ masy namnozonego kalusa oraz wplywato korzystnie na jego strukture i barwe —
przybierat on jasniejszy kolor i charakteryzowat si¢ strukturg gruzetkowatq. Tkanka kalusowa
wystawiona na dziatanie $wiatta niebieskiego brgzowiata i zamierata. Kalus namnazany
w kulturach prowadzonych bez dostepu $wiatta charakteryzowat sie jasnokremowg barwg
i luzng strukturg.
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Rys. 3. Masa tkanki kalusowej (g) namnazanej w zréznicowanych warunkach swietinych

Wplyw barwy swiatta stosowanego przez szes¢ miesigcy na namnazanie sie
tkanki kalusowej

Stwierdzono zréznicowang reakcje tkanki kalusowej na diugotrwate namnazanie
w kulturach doéwietlanych substytucyjnie $wiattem o réznej barwie. Przez sze$¢ miesiecy
namnazania tkanki kalusowej w kulturach doswietlanych $wiattem biatym oraz biatym i czer-
wonym, stosowanymi jednoczeénie, nie stwierdzono istotnych réznic pomiedzy kolejnymi
pasazami (tab. 8). W przypadku kultur do$wietlanych substytucyjnie $wiattem Zottym i czer-
wonym istotne obnizenie si¢ intensywnosci mnozenia sie tkanki kalusowej obserwowano po
drugim miesigcu prowadzenia kultury. Najwigkszy spadek masy namnozonego kalusa
stwierdzono w przypadku kultur prowadzonych bez dostepu $wiatta — masa kalusa spadata
do 55% masy kalusa uzyskanego w czasie pierwszego pasazu (rys. 4). Kultury do$wietlane
Swiatlem niebieskim zamarty juz po pierwszym pasazu.

Tabela 8. Masa tkanki kalusowej (g) namnazanej w zréznicowanych warunkach $wietlnych
przez sze$¢ miesigcy

Numer SWiaﬂo
j ! AR Ciemnos$¢é

kgl:égggo z6Hte biate czerwone | mieszane | niebieskie oy

1 (kontrola) 0,89a | 098 a 1,04 a 1,19 a 0,71 a
2 0,84a | 091 a 0,99 ab 1,15 a thearitii 0,62 ab
3 066b | 092 a 0,97 b 1,19 a kalusowa 0,54 bc
4 0,64b | 0,89 a 0,87 bc| 1,12 a [zbrazowiatal 047 bed

i zamarta

6 0,55¢c | 0,89 a 0,80 bc 1,10 a 0,39 cd
6 050c | 0,87 a 0,71 ¢ 1,11 a 0,36 d

* Srednie oznaczone tq sama literg nie réznig sig od siebie istotnie na poziomie a = 0,05.
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Rys. 4. Masa tkanki kalusowej (g) po szeéciu miesigcach namnazania w zréznicowanych wa-
runkach $wietinych w procentach kontroli (masa tkanki kalusowej namnozonej po
pierwszym pasazu)

4.3. Namnazanie tkanki kalusowej na pozywkach ptynnych

Wplyw sktadu mineralnego pozywki na namnazanie sig tkanki kalusowej

W dos$wiadczeniu zastosowano pozywki polecane do prowadzenia kultur ptynnych —
MS, modyfikacje pozywki MS, pozywke LS oraz pozywke B5. Stwierdzono istotny wptyw
sktadu mineralnego pozywki na namnazanie si¢ tkanki kalusowej (rys. 5).

Masa (g)

Pozywki

Rys. 5. Masa tkanki kalusowej (g) namnazanej na pozywkach ptynnych o zréznicowanym
sktadzie mineralnym

Kalus namnazany na pozywce B5 po tygodniu od zatozenia kultury zaczat brazowiec¢
i zamiera¢. Tkanka kalusowa na pozywce MS mnozyta si¢ bardziej intensywnie niz na po-
zywce LS, charakteryzowata sig¢ tez jasnozielonym zabarwieniem, jednak réznice nie byty
istotne statystycznie.

W kolejnym do$wiadczeniu okreslono wptyw stosunku jonow amonowych do azota-
nowych na mase namnazanej tkanki kalusowej. Stwierdzono istotny wptyw zawarto$ci w po-
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zywce jonoéw amonowych i azotanowych(V) na masg namnozonej tkanki kalusowej (rys. 6).
Za najbardziej odpowiedni do namnazania tkanki typu kultur przyjeto stosunek jonow amo-
nowych do azotanowych(V) jak 20 : 40, czyli taki, jaki obecny jest w pozywce MS. Zwieksza-
nie zawartosci jonéw amonowych w pozywce, jak réwniez zmniejszenie zawartosci jonoéw
azotanowych(V), nie wptyngto korzystnie na mase namnozonej tkanki kalusowej — byta ona
nizsza niz na pozywce MS.

Masa (g)

o

20:40 20:20 40:20
Stosunek NH,* : NOy~

C =2 NOWMOOOONO®

Rys. 6. Masa tkanki kalusowej (g) namnazanej na pozywkach ptynnych o zréznicowanej za-
wartoéci jonéw amanowych i azotanowych(V)

Dynamika namnazania si¢ tkanki kalusowej w kulturach zawiesinowych

W trakcie prowadzenia do$wiadczenia zaobserwowano bardzo szybki spadek zawar-
tosci jonow amonowych w pozywce (rys. 7a). Po czterech dniach od momentu zatozenia
kultury zawartoéé jonéow NH; spadta z 20,61 do 6,3 mM. W ciggu kolejnych dni obserwowa-
no dalszy, cho¢ juz nie tak gwattowny, spadek zawarto$ci jonéw NH;. Od 22. dnia doswiad-
czenia nie stwierdzano obecnoéci jonow amonowych w pozywce. Zuzycie jonéw azotano-
wych bylo mniej gwattowne — zawarto$¢ NO, spadata stopniowo z 39,4 do 14,1 mM po czte-
rech tygodniach prowadzenia do$wiadczenia (rys. 7b). Podczas pierwszych dni prowadzenia
do$wiadczenia obserwowano gwattowny spadek zawartosci jonow fosforanowych(V) w po-
zywce. Po szeéciu dniach poziom jonow POi‘ spadt z wyjsciowego 1,25 do 0,51 mM, zas
po 12 dniach osiagnat warto$¢ 0,15 mM. Od 18. dnia nie stwierdzano obecnosci jonéw fosfo-
ranowych(V) w pozywce (rys. 7c).

pH roztworu zmieniato si¢ wraz z wyczerpywaniem si¢ jonéw amonowych ~ obser-
wowano ciggly spadek jego wartoéci w trakcie trwania do$wiadczenia. Od 13. dnia prowa-
dzenia doswiadczenia pH roztworu spadto ponizej 5,0, natomiast w 22. dniu spadto do 4,0
(rys. 7d). Zawartoé¢ sacharozy obnizyta sig istotnie z 30,0 do 14,32 g -dm™ po szesciu
dniach prowadzenia doéwiadczenia (rys. 7e). Po zakonczeniu doswiadczenia stwierdzono,
ze pozywka zawiera jedynie 8,5 g -dm~® sacharozy.

Sucha i §wieza masa namnozonej tkanki kalusowej rosta w trakcie prowadzenia do-
$wiadczenia. Wyjéciowo zawiesing inokulowano 6 g -dm™ tkanki kalusowej, poczatkowo przy-
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rost masy byt wolny, a zawiesina weszta w fazg szybszego wzrostu. Po czterech tygodniach
prowadzenia kultury sucha masa tkanki wynosita 6,8 g -dm, za$ éwieza 128,1 g-dm™,

W czasie prowadzenia kultur kalusowych na pozywkach ptynnych nie obserwowano
zachodzenia procesu somatycznej embriogenezy.
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Rys. 7. Zmiany zawartoci jonéw amonowych (a), azotanowych (b), ortofosforanowych (c),

sacharozy (d) i pH (e) w pozywce oraz $wieza i sucha masa w trakcie namnazania
tkanki kalusowej w bioreaktorze

4.4. Inicjacja somatycznej embriogenezy w kulturach kalusowych

Wptyw prowadzenia kultur w ciemnosci oraz metody namnazania tkanki kalu-
sowej na indukcje somatycznej embriogenezy w kulturach kalusowych

Obserwujgc fragmenty tkanki kalusowej, niezaleznie od sposobu ich uzyskania (nam-
nazanie na pozywkach statych lub ptynnych), wytozone na pozywki z dodatkiem wszystkich
wymienionych w tym rozdziale pozywek i umieszczone w ciemnosci przez caty okres indukcji
somatycznej embriogenezy nie stwierdzono formowania sie zarodkéw somatycznych.
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W przypadku tkanek namnazanych w bioreaktorze, po wylozeniu ich na pozywki sta-
te, na etapie inicjacji somatycznej embriogenezy obserwowano intensywne mnozenie sie
tkanki kalusowej, ale nie stwierdzono pojawiania sie zarodkéw somatycznych, niezaleznie od
warunkow $wietlnych, jak i regulatoréw wzrostu zastosowanych na tym etapie. Dlatego tez
ponizej zaprezentowano wyniki dotyczgce jedynie tkanki kalusowej namnazanej na pozyw-
kach statych, w kulturach do$wietlanych $wiattem biatym przez 16 godzin dziennie.

Wplyw zawarto$ci auksyn i BAP w pozywce na indukcje somatycznej embrio-
genezy w kulturach kalusowych
Stwierdzono réznq reakcje tkanki kalusowej na sktad pozywek, czego efektem byta

zmienna zdolno$¢ do inicjacji somatycznej embriogenezy (tab. 9):"

Tabela 9. Wplyw zawartosci regulatorébw wzrostu w pozywce na somatyczng embriogeneze
w kulturach kalusowych

Regulatory wzrostu (mg - dm™) Udziat eksplantatow Liczba zarodkéw
formujgcych zarodki somatycznych wyksztat-
DIC PIK NAA BAP somatyczne (%) conych na eksplantacie
kontrola — brak regulatoréw wzrostu 0 e 0 d
1,0 0 e 0 d
2.5 0 e 0 d
5,0 0 e 0 d
2,0 37 e 12464
4,0 O @ 1,0 d
2,0 0 e i
4,0 0 e 0 d
2,0 33 e 1,3 Yod
4,0 0 e 0 d
2,0 1,0 @28 sod T dnab
4,0 1,0 75 de i e
2,0 1,0 27,1 bcd 6,9 bc
4,0 1,0 30,1 bec 5,6 bed
2,0 1,0 86,1 a 203 a
4,0 1,0 79 de 5,2 bed
2,0 2,5 29,6 bc 79 b
4,0 2,5 19,7 cde 1,7 cd
2,0 2.5 26,5 be 6,5 bc
4,0 2,8 0 e 0 d
2,0 2.0 436 b 8,9
4,0 2,5 0 e 0 d
2,0 B.0 0 e 0 d
4,0 5,0 0 e 0 d
2,0 5,0 0 e 0 d
4,0 5,0 0 e 0 d
2,0 6.0 0 e 0 d
4,0 5,0 0 e 0 d

* Srednie oznaczone tg sama literg nie rézniq sig od siebie istotnie na poziomie a = 0,05.

W przypadku eksplantatow wytozonych na pozywke bez regulatoréw wzrostu nie ob-
serwowano zachodzenia procesu somatycznej embriogenezy. Brak zarodkéw somatycznych
stwierdzono réwniez w przypadku eksplantatow wylozonych na pozywki z dodatkiem BAP,
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jako jedynego regulatora wzrostu. W przypadku pozywek uzupetnionych jedynie auksynami
tworzenie sie zarodkow somatycznych obserwowano, gdy fragmenty tkanki kalusowej wy-
ktadano na podtoza z dodatkiem dicamby oraz NAA, jednak udziat eksplantatow, w przypad-
ku ktérych obserwowano inicjacie somatycznej embriogenezy, byt niski (od 1,0 do 3,7%).
Niewielka byta rowniez w tym przypadku liczba wyksztatconych zarodkéw — od 1,0 do 1,3 na
jednym fragmencie tkanki kalusowej (tab. 9). W przypadku pozywek z dodatkiem pikloramu
nie obserwowano indukcji somatycznej embriogenezy.

Dodatek BAP, w najnizszym stezeniu 1 mg -dm™ przy jednoczesnej obecnosci w po-
zywce auksyn (DIC, PIK i NAA), powodowat zwigkszenie si¢ udziatu eksplantatow formuja-
cych zarodki somatyczne oraz ich liczbe. Najwyzszg czgstos¢ somatycznej embriogenezy
stwierdzono w przypadku fragmentow tkanki kalusowej wytozonych na pozywke z dodatkiem
2 mg-dm™ NAA i nizszego z zastosowanych stezeft BAP — 1 mg-dm™ ~ w przypadku tej
kombinacji regulatoréw wzrostu inicjacje somatycznej embriogenezy obserwowano u 86,1%
eksplantatow, na kazdym z nich zaobserwowano $rednio 20-30 zarodkéw somatycznych
(tab. 9).

Dodatek do pozywki BAP stosowanej facznie z auksynami: DIC, PIK i NAA w wyz-
szym stezeniu — 2,5 mg- dm™ — powodowat zmniejszenie si¢ czestosci eksplantatow inicju-
jacych zarodki somatyczne, jak i zmniejszenie ich liczby. W przypadku fragmentow tkanki
kalusowej wytozonej na pozywki z dodatkiem 5 mg -dm™ BAP nie obserwowano wyksztatca-
nia sig zarodkow somatycznych.

Wplyw zawartosci poliamin stosowanych facznie z NAA i BAP w pozywce na
indukcje somatycznej embriogenezy w kulturach kalusowych

Stwierdzono zroznicowang reakcje eksplantatbw na dodatek poliamin do pozywki
(tab. 10). Dodatek putrescyny, stosowanej jako jedyny regulator wzrostu, niezaleznie od za-
stosowanego stezenia, wplynat negatywnie na tkanke roélinng — brazowiata ona i zamierata.
Zarodki somatyczne obserwowano w przypadku fragmentéw tkanki kalusowej wylozonych na
pozywki z dodatkiem sperminy, stosowanej jako jedyny regulator wzrostu, jednak zaréwno
czesto$¢ zachodzenia tego procesu, jak i liczebno$¢ wyksztatconych zarodkéw, byta niska.
Natomiast dodatek do pozywek sperminy w stezeniu 5 mg - dm™ stosowanej tgcznie z NAA
i BAP powodowat zwigkszenie sig czestosci inicjacii zarodkow somatycznych.

Najkorzystniej na indukcje somatycznej embriogenezy dziatata spermidyna kiedy sto-
sowano jg jako jedyny regulator wzrostu, w stezeniu 5 mg-dm™ zarodki somatyczne obser-
wowano w przypadku 62,4% wytozonych eksplantatéw. Ich liczebno$é nie byta jednak zbyt
wysoka (od 2,7 do 5,8 zarodkéw na jednym eksplantacie). Najwyzszg czestosé eksplantatow
inicjujgcych zarodki somatyczne oraz ich liczebnos¢ stwierdzono w przypadku kultur prowa-
dzonych na pozywce Z dodatkiem 5 mg-dm™® spermidyny, stosowanej tgcznie z 2 mg-dm™
NAA i 1 mg-dm™ BAP (fot. 2d, e, f).
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Tabela 10. Wptyw poliamin na somatyczng embriogeneze w kulturach kalusowych

Udziat eksplantatéw Liczba wyksztatconych
51‘133‘_1('13;10_5))' wzrostu formujacych zarodki zarod kéwysomatycz}rlmych
somatyczne (%) na eksplantacie
kontrola “3’2‘;;&9”|at°row tkanka kalusowa z6tknaca i zamierajaca
NAA + BAP 2,0 1,0 825 b I 40,1 a
PO ;8 tkanka kalusowa zétkngca i zamierajgca
NAA+BAP 10 20 1,0 853 ab 391 a
6020 4.0 791 b 331 a
1.0 34 e T )
Spermina+ 5,0 R il
NAA+BAP 10 20 1,0 85,3 ab 401 a
50 20 1,0 917 a 438 a
S id 1,0 432 d g e
+r§ml+yna 50 624 ¢ 58 b
BAP o= 2,090 90,8 a 43,1 a
80..20.10 912 @ 46,7 a

* Srednie oznaczone tg sama literg nie rozniq sie od siebie istotnie na poziomie o = 0,05.

Wptyw sktadu mineralnego pozywki na indukcje somatycznej embriogenezy
w kulturach kalusowych

Wyksztatcanie si¢ zarodkéw somatycznych obserwowano w przypadku wszystkich
zastosowanych w do$wiadczeniu sktadéw mineralnych pozywek. Za najlepszy skiad mine-
ralny uznano pozywke MS. Czgsto$¢ indukcji zarodkéw somatycznych na tej pozywce byta
co prawda nieco nizsza niz w przypadku zmodyfikowanej pozywki MS o zwigkszonej dwu-
krotnie zawartosci NH;NO;, jednak jako$¢ wyksztatconych zarodkéw byta wyzsza. Zarodki
wyksztalcajgce sie na pozywce o zwigkszonej zawartosci NH;NO; i KNO; byty czesto znie-
ksztalcone, bardzo jasne i nadmiernie uwodnione (tab. 11).

Tabela 11. Wplyw sktadu mineralnego pozywki na somatyczng embriogeneze w kulturach

kalusowych

Udziat eksplantatow formujgcych | - Liczba wyksztatconych zarodkéw

Pozywka zarodki somatyczne (%) somatycznych na eksplantacie
MS 863 a 423 a
2 makro MS 40,3 d 14,6 b
2 x NH,;NO; MS 89,6 a 12:85b
2 x KNO3 MS 78,3 'O s ok
SH 45 e 20 e
B5 2,5 e 3,2 C

* Srednie oznaczone tgq sama literg nie réznig sig od siebie istotnie na poziomie a = 0,05.

Somatyczna embriogeneza zachodzita ze znacznie nizszg czgsto$cia, gdy eksplanta-
ty wykladano na pozywke MS, o zmniejszonej o potowg zawartosci makroelementéw, a nie
zachodzita niemal wcale, gdy wyktadano je na pozywke Bs — na pozywce tej zarodki soma-
tyczne wyksztatcity si¢ jedynie na 2,5% eksplantatow kalusowych oraz pozywke SH — 4,5%.
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Wptyw barwy $wiatta na indukcje somatycznej embriogenezy w kulturach kalu-
sowych

Stwierdzono istotny wptyw barwy $wiatta na indukcje zarodkéw somatycznych — za-
chodzita ona z najwigkszg czesto$cig, gdy kalus wystawiony byt na dziatanie $wiatta biatego
stosowanego facznie z czerwonym. Liczebnos$¢ zarodkow somatycznych wyksztatconych na
jednym fragmencie tkanki kalusowej byta w tym przypadku najwyzsza. Do$wietlanie substy-
tucyjne $wiatlem niebieskim powodowato zamieranie tkanki kalusowej i brak oznak zacho-
dzacej somatycznej embriogenezy. Hamujgco na zajécie procesu somatycznej embriogene-
zy dziatat rowniez brak $wiatta podczas samego indukowania somatycznej embriogenezy,
jednak w przypadku tym nie obserwowano zamierania tkanki kalusowej (tab. 12).

Tabela 12. Wplyw barwy $wiatta na somatyczng embriogeneze w kulturach kalusowych

Swiatt Udziat eksplantatow formujgcych | Liczba wyksztatconych zarodkow
WiaKs zarodki somatyczne (%) somatycznych na eksplantacie
Biate 86,3 b 413 a

Zbtte 59,1 ¢ 231 b
Czerwone 655 ¢ 16,1 b
N A00Hs 551 a
Niebieskie zamieranie tkanki kalusowej

Brak (ciemno$¢) 00 d | 00 ¢

* Srednie oznaczone tg sama literg nie réznig sig od siebie istotnie na poziomie a = 0,05.

Dynamika indukcji zarodkéw somatycznych

Pierwsze zarodki somatyczne obserwowano po dwéch tygodniach od momentu zato-
zenia kultury, byly one jednak bardzo nieliczne (2,1% sumy zainicjowanych zarodkéw po
dwdch tygodniach i 2,9% po trzech). Istotne zwigkszenie liczby formujacych sie zarodkow
somatycznych stwierdzono po czwartym tygodniu prowadzenia kultury, a ich najwiekszy pro-

cent po pigtym i széstym tygodniu prowadzenia kultury. Od 10. tygodnia nie obserwowano
pojawiania si¢ nowych zarodkéw (rys. 8).

[ kontrola x = 53,2 @ kultury preinkubowane w ciemnoéci x = 54,0
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Rys. 8. Czestoé¢ indukcji zarodkow somatycznych w czasie trwania do$wiadczenia
(x — $rednia liczba zarodkow formujgcych sig na eksplantacie)
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Przetrzymywanie tkanki kalusowej przed etapem inicjacji SE w ciemnoéci przez dwa
tygodnie nie spowodowato zwigkszenia sig liczebnosci zarodkow inicjujgcych sie na eksplan-
tacie, ale zarodki tworzyly si¢ w krotszym okresie, w sposob bardziej zsynchronizowany.
Pierwsze formujgce si¢ zarodki zaobserwowano dwa tygodnie pdzniej niz w przypadku kultur
prowadzonych w warunkach standardowo stosowanego fotoperiodu.

Wplyw przetrzymywania kultur w ciemnosci na indukcje somatycznej embrio-
genezy w kulturach kalusowych

Eksplantaty wytozone na pozywke MS bez regulatorow wzrostu, przetrzymywane
przed rozpoczeciem etapu inicjacji SE bez dostepu $wiatta przez trzy tygodnie, a nastepnie
wystawione na dziatanie $wiatta wyksztatcaty zarodki z czgstoécig 26,1% — érednio 5,2 na
jednym fragmencie tkanki kalusowej. W przypadku kultur preinkubowanych w ciemnosci
przez cztery tygodnie czestos¢, jak i liczba wyksztatconych zarodkéw, byta znacznie nizsza.
W przypadku kultur preinkubowanych w ciemnoéci przez 1-2 lub 5-8 tygodni nie obserwo-
wano zachodzenia procesu somatycznej embriogenezy.

Tabela 13. Wptyw preinkubacji eksplantatow w ciemnoéci na somatyczng embriogeneze
w kulturach kalugsowych

Tygodnie prowadzenia | Udziat eksplantatéw formujgcych | Liczba wyksztatconych zarodkéw
kultur w ciemnosci zarodki somatyczne (%) somatycznych na eksplantacie

1 0. ¢ 0 ¢

2 0 :c 0 ¢

3 26,1 a 52 a

4 45 b 16 b

8 0 ¢ 0 4o

6 0 ¢ 0 ¢

T 0 c 0 ¢

8 0 ¢ 0 ¢

* Srednie oznaczone tg sama literg nie roznig sie od siebie istotnie na poziomie a = 0,05,

4.5. Inicjacja bezposredniej somatycznej embriogenezy

Wplyw auksyn i BAP na indukcje bezposredniej somatycznej embriogenezy

Stwierdzono istotny wptyw dodatku auksyn i BAP na czesto$¢ eksplantatow ligcio-
wych, w przypadku ktorych obserwowano zachodzacg somatyczng embriogeneze, jak i na
liczebnos¢ wyksztatcanych zarodkéw. W przypadku pozywki kontrolnej, bez regulatoréw
wzrostu oraz pozywek uzupetnionych o BAP, pikloram i dicambg, stosowanych jako jedyny
regulator wzrostu, nie obserwowano zarodkow somatycznych. Zarodkéw somatycznych nie
wyksztalcity rowniez eksplantaty lisciowe wylozone na pozywki z dodatkiem BAP w najniz-
szym stezeniu — 1 mg- dm™® oraz pikloramem i dicamba. Niewielkg liczbe zarodkow stwier-
dzono jedynie, kiedy stosowano najnizsze stezenie BAP tgcznie z NAA (tab. 14).
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Tabela 14. Wplyw zawarto$ci regulatorébw wzrostu w pozywce na czgsto$¢ fragmentow bla-
szek lisciowych, na ktérych formowaty sig zarodki somatyczne (%) oraz ich liczbe

.dm™>2 Udziat eksplantatow Liczba wyksztatconych
Remulatory waresty 941 formujacych zarodki zarodkéw somatycznych
DIC PIK NAA BAP somatyczne (%) na eksplantacie

kontrola — brak regulatoréw wzrostu 0 d 0 ¢
1,0 0 d 0 ¢
2,0 0 d 0 ¢
5,0 0 d 0 ¢
2:0) 0 d 0 c
4,0 Q..d 0 -0
2,0 0 d 0 c
4,0 0 d 0O¢c
2,0 0 d t &
4,0 0 d P o
2,0 kil 0 d 0 ¢
4,0 1,0 0isd 0 ¢
2,0 1,0 0 d 0.0
4,0 1,0 0 d 0 ¢

2,0 1,0 34 cd 1,3 be
4,0 130 112 ¢ 21 b
2,0 2,0 1,9 d 56 b
4,0 2,0 2,3°"d 45 b

2,0 2,0 1155 132 bo

4,0 0, 1,3 d 14 bc
2,0 2,0 66,3 b 131 a
4,0 2,0 100,0 a 176 a
2,0 5,0 0 d D0
4,0 5,0 0 d 0 c
2,0 5,0 0 d 0 o
4,0 5,0 0 d 0 ¢
2,0 5,0 0 d 0 ¢
4,0 5,0 0 d 0 ¢

* Srednie oznaczone tg sama literg nie réznig sie od siebie istotnie na poziomie a = 0,05.

Dodatek 2 mg-dm™ BAP do pozywek powodowat istotne zwiekszenie sie czestosci
zachodzenia somatycznej embriogenezy, jak réwniez wptywat korzystnie na liczebnosé wy-
ksztatcanych zarodkéw somatycznych. Obecnos¢ zarodkéw somatycznych stwierdzono na-
wet w przypadku pozywek z dodatkiem pikloramu i dicamby, cho¢ zaréwno liczebnosé za-
rodkéw, jak i czestos¢ eksplantatow, w przypadku ktérych obserwowano ich indukcje, nie
byta zbyt duza.

Wptyw poliamin oraz NAA i BAP na indukcje bezposredniej somatycznej em-
briogenezy

Stwierdzono istotny wptyw poliamin: sperminy i spermidyny stosowanych samodziel-
nie lub jednocze$nie z NAA i BAP na czegstos¢ eksplantatéw formujgcych zarodki somatycz-
ne oraz liczebno$¢ tworzacych sig zarodkow (tab. 15). Zarodki somatyczne wyksztatcaty sie
na fragmentach blaszek lisciowych wylozonych na wszystkie zastosowane w dogwiadczeniu
pozywki, z wyjatkiem podtozy z dodatkiem putrescyny, stosowanej jako jedyny regulator
wzrostu. Dodatek sperminy powodowat istotne zwigkszenie sie wartosci obu cech. Najwiek-
szg czestos¢ eksplantatow formujacych zarodki somatyczne (100%), jak i ich liczbe (17,6),
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stwierdzono w przypadku fragmentow blaszek lisciowych wylozonych na pozywki uzupetnio-

ne 5 mg - dm spermidyny i 4 mg: dm™ NAA i 2 mg-dm™ BAP (fot. 3).

Tabela 15. Wplyw poliamin na czesto$¢ fragmentow blaszek lisciowych, na ktérych formowaty

sie zarodki somatyczne (%) oraz ich liczbg

Udzial eksplantatow Liczba wyksztatconych
Regulatory wzrostu (mg dm™) | formujacych zarodki zarodkéw somatycznych
somatyczne (%) na eksplantacie

NAA + BAP 40 20 100,0 a 171 o
1,0 0o 0 d
Putrescyna + 5.0 g ¢ d
NAA +BAP 10 4,0 20 100,0 a 182 ©
50 4,0 20 100,0 a 16,7 ¢
1,0 215 b 81 d
Spermina + 5.0 243 b iid
NAA +BAP 10 4,0 20 100,0 a 374 b
50 4,0 20 100,0 a 361 b
1,0 100,0 a 31 d
Spermidyna 50 1000 a 45 d
ke i B0 AD /2D 100,0 a 478 b
50 40 20 100,0 a 56,2 a

* Srednie oznaczone tg sama literg nie réznig si¢ od siebie istotnie na poziomie a = 0,05.

Wplyw skladu mineralnego pozywki na indukcje bezposredniej somatycznej

embriogenezy

Formowanie sie zarodkéw somatycznych obserwowano w przypadku wszystkich eks-
plantatéw wyloZzonych na pozywke MS oraz zawierajgcg Y2 zawarto$ci makroelementéw po-
zywki MS. Zarodki wyksztaicajgce si¢ na pozywce o zwigkszonej zawartosci NH,;NO; i KNO,
byly czesto znieksztatcone, bardzo jasne i nadmiernie uwodnione (tab. 16). Somatyczna em-

briogeneza nie zachodzita wcale, kiedy eksplantaty wyktadano na pozywke Bs i SH.

Tabela 16. Wplyw sktadu mineralnego pozywki na czgsto$¢ fragmentoéw blaszek lisciowych,
na ktorych formowaly sie zarodki somatyczne (%) oraz ich liczbe .

Udziat eksplantatow formujgcych | Liczba wyksztatconych zarodkéow
g i zarodki somatyczne (%) somatycznych na eksplantacie
MS 1000 a 56,2 a
%, makro MS 100,0 a 246 b
2 x NH/NO4; MS 89,6 ab 179 b
2 x KNO3; MS 763 b 111 be
SH 0 c 0 ¢
Bs 0 c 62 ¢

* Srednie oznaczone tq sama literg nie roznig sig od siebie istotnie na poziomie a = 0,05.
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Fot. 3. Fragment blaszki lisciowej (a) wylozony na pozywke MS z dodatkiem 4 mg-dm™
NAA i 2 mg-dm™ BAP oraz 5 mg - dm™ SPMD z widocznymi na jej powierzchni licz-
nymi zarodkami somatycznymi. Zarodki somatyczne otrzymane na drodze bezpo-
sredniej SE w roznych stadiach rozwojowych w obrazie mikroskopu $wietinego
(b, c, d, kreska oznacza 1 mm)

Wptyw barwy $wiatta na indukcje bezposredniej somatycznej embriogenezy

Stwierdzono istotny wptyw barwy $wiatta na czestos¢ indukcji zarodkéw somatycz-
nych. Zarodki somatyczne obserwowano w przypadku wszystkich fragmentéw lici wysta-
wionych na dziatanie $wiatta biatego oraz bialego stosowanego tgcznie z czerwonym
(tab. 17). Najwigekszg liczbe wyksztatconych zarodkéw somatycznych stwierdzono w przy-
padku kultur do$wietlanych substytucyjnie Swiatlem biatym, stosowanym tgcznie z czerwo-
nym — na jednym eksplantacie wyksztaicito si¢ 65,1 zarodkéw somatycznych. Doswietlanie
$wiattem niebieskim, podobnie jak w przypadku kultur kalusowych, powodowato catkowite
zahamowanie indukji i wzrostu zarodkéw somatycznych. Hamujaco na zajécie procesu so-
matycznej embriogenezy dziatat rowniez brak wiatta.
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Tabela 17. Wplyw warunkéw éwietinych prowadzenia kultury na czestoéé fragmentéw blaszek
lisciowych formujgcych zarodki somatyczne (%) oraz ich liczbe

Swiatlo Udziat eksplgntatéw formujacych | Liczba wyksztatconych zarodkéw
zarodki somatyczne (%) somatycznych na eksplantacie
Biate 100,0 a 82,3 %b
Zobtte 742 b 36,1 ¢
Czerwone 891 b 31,2 ‘¢
Mieszane (biate +
czerwone) 1084, 85,1, 9
Niebieskie 00 ¢ 00 e
Brak (ciemno$¢) 00 ¢ 00 d
* Srednie oznaczone tq sama literg nie roznig sig od siebie istotnie na poziomie a = 0,05.

Dynamika indukcji zarodkéw somatycznych

Przetrzymywanie eksplantatow w ciemnosci, przed zatozeniem doswiadczenia, nie
wptyneto istotnie na liczbe formowanych zarodkéw. Zmienita sie natomiast dynamika ich in-
dukeji. Pierwsze zarodki somatyczne w kulturach prowadzonych przy standardowo stosowa-
nym 16-godzinnym do$wietlaniu $wiattem biatym obserwowano po czterech tygodniach od
momentu zatozenia kultury (rys. 9). Istotne zwigkszenie sig czestosci eksplantatéw inicjujg-
cych somatyczng embriogeneze stwierdzono dopiero po pigciu tygodniach prowadzenia kul-
tury (rys. 9). Najwigkszy procent formujacych si¢ zarodkéw somatycznych obserwowano

w szbstym i siodmym tygodniu prowadzenia kultury.

[ kontrola x = 65,1 E kultury preinkubowane w ciemnoéci x = 61,9
80 ..... -
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Rys. 9. Czestosé indukcji zarodkéw somatycznych (%) w czasie trwania doéwiadczenia
(x - $rednia liczba zarodkéw formujacych sig na eksplantacie)

Zwigkszajacq sie liczbe zarodkéw somatycznych obserwowano co tydzien, az do za-
konczenia kultury w 12. tygodniu, przy czym poczgwszy od 11. tygodnia prowadzenia kultury
nastepowato stopniowe brgzowienie i zamieranie zaindukowanych zarodkéw somatycznych.
W przypadku kultur przetrzymywanych w ciemnosci przed etapem indukcji SE, czas poja-
wiania sie zarodk6w somatycznych byt bardziej wyrownany — obserwowano je w okresie od
sz6stego do dziewigtego tygodnia, przy czym az 45,1% zarodkéw zaobserwowano w si6d-
mym tygodniu prowadzenia do$wiadczenia a 36,3% w 6smym tygodniu.
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W obu przypadkach formujgce sig zarodki nie byly wyréwnane rozwojowo — jedno-
czeénie na tym samym eksplantacie obserwowano zarodki w stadium globularnym, sercowa-
tym i torpedy.

4.6. Dojrzewanie i konwersja zarodkéw somatycznych

Wplyw sktadu mineralnego pozywki na konwersje zarodkéw somatycznych

Podtozem najlepszym do konwersji zarodkow somatycznych okazata sig¢ pozywka MS
ze zmniejszong o potowe zawartoscig makroelementow (tab. 18). Zwigkszenie sie czestosci
konwersji zarodkéw w stosunku do petnej pozywki MS byto szczegoélnie dobrze widoczne w
przypadku bezposredniej somatycznej embriogenezy — czestos¢ konwersji zwigkszyta si¢ z
14,7 do 44,0% (tab. 18). Zmniejszenie o potowe zawartosci w pozywce jedynie NH;NO; i
KNO, spowodowato nieznaczne zwigkszenie czgstosci konwersji zarodkéw somatycznych w
stosunku do pozywki MS, ale réznice te nie byly istotne statystyczne. Sposéb uzyskiwania
zarodkéw (na drodze poséredniej somatycznej embriogenezy w kulturach kalusowych czy
bezposredniej — w kulturach lisciowych) nie miat wptywu na omawiang ceche.

Tabela 18. Konwersja zarodkéw somatycznych (%) uzyskanych na drodze posredniej i bez-
posredniej somatycznej embriogenezy, wytozonych na pozywki o zréznicowanej
zawartos$ci sktadnikéw mineralnych

; Metoda uzyskiwania zarodkow ,
o posrednia SE bezposrednia SE Srednie
MS 14,7 b 214 b 18,1 b
% makroelementow MS 440 a 451 a 446 a
% NH4NO3; MS 16,2 142 b 14,7 b
Y% KNO3z MS 181 b 156 b 159 b
Srednia 22,5 rh. 241 r.n.

* Srednie oznaczone tg samg literg nie roznig sie od siebie istotnie na poziomie a = 0,05.

Wptyw zawartosci weglowodan6w na konwersje zarodkéw somatycznych

Stwierdzono istotny wptyw zawartosci weglowodanow — sacharozy, fruktozy i glukozy
— w pozywkach na konwersje wytozonych na nie zarodkéw (tab. 19). Najkorzystniej na kon-
wersje zarodkow somatycznych chryzantemy dziatata sacharoza w stezeniu 45 g-dm™,
w przypadku ktérej, na pozywce o zawartosci sktadnikéw mineralnych obnizonej o potowe
w stosunku do MS, stwierdzono kietkowanie 56,1% zarodkéw somatycznych uzyskanych na
drodze posredniej embriogenezy i az 53,1% uzyskanych na drodze bezpo$redniej soma-
tycznej embriogenezy (tab. 19).

Zwiekszenie stezenia sacharozy do 60 g-dm™ powodowalo obnizenie sig czestotli-
wosci konwersiji zarodkow somatycznych. Dodatek do pozywki glukozy i fruktozy, w stezeniu
od 15 do 60 g- dm™, powodowat istotne obnizenie czestosci konwersji zarodkéw somatycz-
nych w kulturach in vitro. Najnizszg czgstoS¢ konwertujgcych zarodkéw obserwowano
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w przypadku zarodkéw wytozonych na pozywki z dodatkiem najnizszego (15 g-dm)j naj-
wyzszego (60 g-dm™) stezenia glukozy — od 0,7 do 1,2 i od 0,7 do 7,9, w zaleznosci od ro-
dzaju somatycznej embriogenezy. Niezaleznie od warunkéw kultury stwierdzono, ze Sposoéb
uzyskiwania zarodkéw somatycznych (embriogeneza posrednia albo bezposrednia) nie miat
istotnego znaczenia dla czesto$ci konwertujgcych zarodkéw,

Tabela 19. Konwersja zarodkéw somatycznych (%) uzyskanych na drodze posredniej i bez-
posredniej somatycznej embriogenezy, wytozonych na pozywki o zréznicowanej
zawarto$ci weglowodanéw

Zawartoéé weglowodanow Metoda uzyskiwania zarodkéw !
(g-dm™) poérednia SE bezposrednia SE Srachnie
15 21,3"¢ 40,6 ¢ 31,0 ¢
30 43,2 b 449 b 44,1 b
Sacharoza 45 56,9 a 53,1 a 550 a
60 20,5 ¢ 324 d 265 d
15 6,3 f 56 fg 6,0 gh
30 15,2 d 10,2 e 12,7 ef
Fruktoza 45 213 ¢ 96 e 15,5 e
60 201 ¢ 4,6 gh 12,4 ef
15 12 g 0,7 h 1305 |
30 113 e 10,6 e 11,0 fg
Glukoza 45 9.4 ef 8,9 ef 92 fg
60 09 g 7,9 efg 4,4 hi
Srednia 19,0 r.n. 19,1 rn.

* Srednie oznaczone tg sama literg nie réznig sie od siebie istotnie na poziomie a = 0,05,

Wptyw zréznicowanej zawartosci hydrolizatu kazeiny i wegla aktywowanego na
konwersje zarodkéw somatycznych

Stwierdzono, ze dodatek wegla aktywowanego i hydrolizatu kazeiny wptywat nega-
tywnie na konwersje zarodkéw somatycznych (tab. 20). Dodatek do pozywek hydrolizatu
kazeiny, w najnizszym z zastosowanych stezen — 0,1 g-dm™ — nie miat istotnego- wptywu.
W wyzszych stezeniach - 0,5 i 1,0 g-dm™ — dziatat negatywnie na ten proces. Negatywny
wplyw na czestosc¢ kietkujgcych zarodkow stwierdzono juz w przypadku najnizszego stezenia
wegla aktywowanego — 0,1% — na podtozu tym konwertowano jedynie 12,5% kietkujgcych
zarodkow w przypadku posredniej i 16,5% w przypadku bezposredniej embriogenezy. Wraz
z rosngeym stezeniem wegla aktywowanego w pozywce malata czesto$é zarodkéw soma-
tycznych ulegajgcych konwersji, niezaleznie od sposobu ich uzyskania.
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Tabela 20. Konwersja zarodkéw somatycznych (%) uzyskanych na drodze posredniej i bez-
poéredniej somatycznej embriogenezy, wytozonych na pozywki o zréznicowanej
zawarto$ci hydrolizatu kazeiny i wegla aktywowanego

Zawarto$¢ sktadnikow Metoda uzyskiwania zarodkow $ -
-3 - - rednia
(g-dm™) posrednia SE | bezposrednia SE
Kontrola 452 a 441 a 612 a
Hydrolizat kazeiny ol b 2 b ol 40,7 a
(HC) 0,5 17,6 10,4 bc 14,0 b
1.0 92.:Db 123 b 10,8 b
Weciitaks 0,1 128 b 16,5 b 145 b
o i 106 b 52 o 79 be
1,0 1,6--0 0 d 08 d
Srednia 20,4 r.n. 19,4 r.n.

* Srednie oznaczone tg sama literg nie réznig si¢ od siebie istotnie na poziomie a = 0,05.

Wplyw barwy $wiatta na konwersje zarodk6w somatycznych

Doséwietlanie substytucyjne $wiattem o réznej barwie w sposoéb istotny wptyneto na
konwersje zarodkow uzyskanych na drodze bezposredniej i poredniej SE (tab. 21). Najwyz-
szg czestosé kietkowania uzyskano kiedy prowadzono je bez dostepu $wiatta i wahata sie
ona od 48 do 49%, w zaleznoéci od pochodzenia zarodkoéw. Zarodki do$wietlane $wiattem
niebieskim nie kietkowaty w ogoéle, a w przypadku doswietlania kultur pozostatymi rodzajami
$wiatta czesto$é kietkowania w sposob istotny sig zmniejszyta.

Tabela 21. Konwersja zarodkéw somatycznych (%) uzyskanych na drodze poéredniej i bez-
posredniej somatycznej embriogenezy w kulturach do$wietlanych réznymi rodza-

jami éwiatta
&l Metoda uzyskiwania zarodkow Wi
posrednia SE bezposrednia SE

Biate 22,0 be 26,4 bc 242 cd
Zbhe 12,240 16,56 ¢ 14,4 d
Niebieskie 00 d 0,0 d 0,0
Czerwone 32 b 292 b 16,2 b
zﬂz'zf;i:;(b'a'e* 294 b 26,4 bc 279 bo
Brak (ciemno$¢) 490 a 48,0 a 485 a
Srednia 19,3 r.n. 244 rn.

* Srednie oznaczone tg sama literg nie réznig sie od siebie istotnie na poziomie a = 0,05.

Wplyw moczenia w roztworze ABA na konwersje zarodkéw somatycznych

Stwierdzono istotny wptyw zawartosci ABA na konwersje zarodkéw somatycznych
chryzantem. Zastosowanie ABA w najnizszym stezeniu — 0,1 mg-dm™ - dziatato korzystnie
w przypadku zarodkow somatycznych uzyskanych na drodze posredniej SE — czestose kon-
wersji zwigkszyta sie do 80,1%. Korzystny efekt zmniejszat si¢ wraz ze wzrostem stezenia
ABA, a jego zwigkszenie powyzej 0,3 mg - dm powodowalo zamieranie zarodkéw (tab. 22).
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Tabela 22. Konwersja zarodkéw somatycznych (%) moczonych w roztworze ABA

Zawartos¢ ABA Metoda uzyskiwania zarodkow

(mg - dm™) posrednia SE bezposrednia SE Srednia
rk,féTﬁéi'iw:ﬁ?A’Ek 663 b 69,2 b 67,8 b
0,1 80,1 a 843 a 822 a
0,2 42,1 © 506 b 46,4 b
03 0 d 6,0 d 30 d
O 0 d 0 d 00 d
05 0 d 0"d 00 d
Srednia 31,4 rn. 350 r.n.

* Srednie oznaczone tq sama literg nie r6znig sig od siebie istotnie na poziomie a = 0,05.

4.7. Proponowany protokot pozyskiwania zarodk6w somatycznych
chryzantemy wielkokwiatowej w kulturach in vitro

POSREDNIA SOMATYCZNA BEZPOSREDNIA SOMATYCZNA
EBRIOGENEZA EMBRIOGENEZA

Inicjacja kultur kalusowych Inicjacja somatycznej embriogenezy
Pozywka MS + 5 mg- dm™ SPMD + na fragmentach blaszek Iléclowych
4 mg-dm” ® NAA i BAP Pozywka MS +5mg-dm™ SPMD +
4 mg-dm™ NAA i 2 mg-dm™ BAP

|

Namnazanie tkanki kalusowej
Pozywka MS + 4 mg - dm™ NAA i
3mg-dm” *BAP

!

Inicjacja somatycznej embriogenezy
na fragmentach tkanki kalusowej
Pozywka MS + 2 mg- dm P NAA i
1mg-dm” *BAP

)

Konwersja zarodkow somatycznych
Pozywka %2 MS + 45 g - dm™ sacharozy +
moczenie w 0,1% roztworze ABA
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4.8. Wplyw warunkéw prowadzenia kultury na zmienno$¢ somaklonalng
okreslang metodg ISSR-PCR

Na podstawie przeprowadzonych reakcji ISSR-PCR i analizy obrazéw rozdziatu
stwierdzono réznice genetyczne pomigdzy prébami DNA, wyizolowanego z fragmentow
tkanki kalusowej oraz ro$lin regenerowanych w r6znych warunkach.

Wszystkie wybrane do badan startery generowaty produkty reakcji ISSR-PCR uwi-
docznione na 2-procentowych zelach agarozowych. Roéznice miedzy badanymi prébami
mozna byto okresli¢ na podstawie wigkszosci starteréw, wyjatkiem byt tu starter 830, za po-
moca ktérego uzyskano jedynie produkty monomorficzne. Wsrod produktéw polimorficznych
— szesé byto specyficznych i powstaty one w wyniku dziatania trzech starteréw (855, 827,
812, tab. 23). Ogotem w do$wiadczeniu dla badanych matryc DNA otrzymano 814 produktow
ISSR-PCR, przy czym jeden zastosowany do reakcji starter amplifikowat ich $rednio 5,1.
Wséréd otrzymanych produktow 344 miaty charakter polimorficzny, 464 byto monomorficz-
nych i tylko 6 bylo specyficznych genotypowo. Wsréd badanego materiatu najliczniejszg gru-
pe produktow (158) generowat starter 812, natomiast najmniej starter 835 (44 produkty).
Diugo$é otrzymanych produktow wahata si¢ od ~100 do 1900 pz (tab. 23).

Tabela 23. Charakterystyka produktéw ISSR otrzymanych w reakcji z 10 starterami

Numer |Sekwencja Iiczcz)gglgfo th%f/tv)zgr::?g-k 1 Pror:lcj)lr(fti{:gzno- poﬁrrr?grt:'::;tgne sT)r:gyuﬁkctgr:L Zr:::ff:
startera | startera ", i wapr:_)gt:)?ena liczba % liczba| % |liczba % min.
(~pz)

808 (AG)sC 60 3,8 32 533 | 28 | 46,7 0 0,0 | 100-1200
809 | (GA)YG 107 6,7 32 20,9 |75 | 70,1 0 0,0 | 100-700
812 | (GA)AC 158 9,9 112 709 | 44 | 27,8 2 1,3 | 400-700
816 | (AG),YC 65 4.1 48 78,84 iy [s26/R 0 0,0 | 2001700
817 | (AG)YG 76 4,7 48 64,0 | 27 | 36,0 0 0,0 | 300-1900
821 (GA)YC 67 4,2 16 239 | 51 76,1 0 0,0 | 500-1400
827 | (AC)GG 70 4,4 16 22,9 | 53, 1.%6,7 1 1,4 | 400-1500
830 (TG)sG 80 5,0 80| 100,0| O 0,0 0 0,0 | 400-1000
835 | (AG),YT 44 2,8 16 364 | 28 | 636 0 0,0 | 200-1100
855 | (GA)yYT 88 5,5 64 72,7 | “24 23,9 3 3,4 | 100-1200

Razem 814 51 464 57,0 | 344 | 423 6 0,7

Na podstawie analizy wzoréw prazkowych, generowanych w reakcji ISSR-PCR wy-
kreslono dendrogram obrazujgcy dystans genetyczny. Na podstawie dendrogramu préby
podzielono na dwie grupy podobienstwa: a i b (rys. 10). Pomiedzy probg DNA izolowang
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z ro$liny matecznej oraz roélin namnazanych w kulturach pgdowych na pozywce MS bez
dodatku regulatoréw wzrostu stwierdzono 100-procentowe podobienstwo. Zaliczono je do
grupy a wspolnie z probg DNA wyizolowang z ro$lin zregenerowanych z zarodkéw uzyska-
nych na drodze bezposredniej SE, na fragmentach blaszek lisciowych (10). Podobienstwo

pomiedzy badanymi prébami wynosito 92,2% (tab. 24).

Préba 3
Préba 9
" Préba 6 bs
———Préba 5
91,7 bl Préba 8 b,
92,6
Préba 4
W Préba 7 bs
Préba 10
92,2 a

Préba 2
Préba 1 (roslina mateczna

Rys. 10. Dendrogram obrazujcy dystans genetyczny dla poszczegdlnych prob chryzantem na
podstawie analizy ISSR-PCR (oznaczenia prob — jak w tabeli 1)

W grupie b wyodrebniono trzy podgrupy: by, bz i bs. Do pierwszej z nich zaliczono
préby oznaczone symbolami 4 i 7, stanowigce proby DNA wyizolowane z tkanki kalusowe;j
namnazanej w kulturach przez trzy miesigce oraz roslin uzyskanych z zarodkéw somatycz-
nych formujacych si¢ na wymienionej wyZej tkance. W sktad grupy b, wchodzg préoby ozna-
czone jako 5 i 8 — tkanka kalusowa mnozona przez sze$¢ miesigey oraz rosliny zregenero-
wane z zarodkéw na niej sig formujgcych. Do ostatniej z wymienionych grup nalezata tkanka
kalusowa namnazana najdtuzej — przez jeden rok — oraz rosliny uzyskane z zarodkéw soma-
tycznych wyksztatconych na tej wlasnie tkance (6 i 9). Najbardziej odrgbna byta proba DNA
(3) wyizolowana z tkanki kalusowej namnazanej w bioreaktorze.
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Tabela 24. Podobienstwo (%) miedzy badanymi prébami zbiorczymi DNA wyizolowanego
z tkanek chryzantemy wielkokwiatowej regenerowanych r6znymi metodami

NUmeE 19 2 3 4 5 6 7 8 9 |10
proby

1 100,0 | 100,0 | 90,4 | 90,4 | 88,5 914 | 87,7| 857 | 922 | 92,2
100,0 | 100,0 | 90,3 | 86,7 | 88,3 885| 875| 873| 86,2 | 877
90,4 | 90,3 |100,0| 933 | 91,5 93,3 | 94,1 90,6 | 914 | 94,2
90,4 | 86,7 | 93,3 |100,0 | 93,2 93,3 | 94,1 90,6 | 914 | 94,2
885| 883 | 91,6| 93,2| 1000 915 | 923| 922 | 895 | 924
91,4 | 885| 933 | 933| 915| 1000 | 924 | 90,6 | 93,1 94,2
87,7| 875 | 941 94,1 92,3 92,4 1100,0 | 89,7 | 92,2 | 93,3
85,7 | 87,3| 906 | 90,6 | 922 90,6 | 89,7 |100,0| 86,7 915
9 88,3 | 862| 914 | 914 | 895 93,1 92,2 | 86,7 | 100,0 | 90,6

10 922 | 922 | 942 | 942 | 924 942 | 933 | 915 90,6 | 100,0

* oznaczenia prob: 1. Fragmenty rodliny matecznej (kontrola). 2. Fragmenty roslin namnazanych w kultu-
rach pgdowych przez jeden rok na pozywce MS. 3. Tkanka kalusowa namnazana na poZywce pfjvnnej
w bioreaktorze. 4., 5., 6. Tkanka kalusowa namnazana na pozywce 5 mg-dm ™ NAA | 4 mg-dm™ BAP
przez odpowiednio: 3, 6 i 12 miesiecy. 7., 8., 9. Fragmenty blaszek lisciowych 10 rodlin zregenerowa-

nych z zarodkéw somatycznych z tkanki kalusowej namnazanej na pozywkach statych przez 3, 6 i 12
miesiecy. 10. Rosliny zregenerowane na drodze bezposredniej somatycznej embriogenezy.

O~NO A WN

4.9. Ocena jednorodnosci genetycznej regenerantéw uzyskanych
na drodze posredniej i bezposredniej somatycznej embriogenezy

Stwierdzono istotne zroznicowanie eksplantatow ze wzgledu na sposéb ich otrzyma-
nia — na drodze embriogenezy poéredniej lub bezpoéredniej. DNA wyizolowane z 50 roslin
uzyskanych na drodze bezposredniej somatycznej embriogenezy, kiedy to zarodki soma-
tyczne formowaly si¢ bezposrednio na fragmentach blaszek lisciowych, bez fazy namnaza-
nia tkanki kalusowej. Zgodnie z opracowanym protokotem (rozdziat 4.7) charakteryzowaly sie
wzorem prazkowym identycznym jak DNA wyizolowane z roéliny matecznej.

W populacji roslin uzyskanych z zarodkéw somatycznych formujgcych sie na frag-
mentach tkanki kalusowej stwierdzono nizszy stopien jednorodno$ci genetycznej — 47 z ba-
danych 50 regeneratow miato taki sam wzor prazkowy jak roslina mateczna. Trzy sposréd
badanych regeneratow roznity sig od siebie (tab. 25, rys. 11). Podobiernstwo pomigdzy wy-
mienionymi regenerantami a rosling wyjéciowg wynosito od 93,3 do 95,8%.

Tabela 25. Podobiefstwo (%) migdzy badanymi prébami DNA wyizolowanego z roéliny ma-

tecznej i 50 regeneratow, uzyskanych na drodze po$redniej somatycznej embrio-
genezy wedtug opracowanego protokotu

Numer préby M, préby 1-47 48 49 50
M, proby 1-47 100,0 93,3 94,9 95,8
R1 93,3 100,0 92,2 93,1
R2 94,9 92,2 100,0 97,5
R3 95,8 93,1 97,5 100,0
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5. Dyskusja

Pinto i wsp. (2008) uwazaja, ze okreslenie istotnych czynnikéw wewnetrznych, takich
jak wiek rosliny matecznej oraz dtugo$¢ okresu prowadzenia kultury, jak i zewnetrznych, do
ktérych nalezg miedzy innymi: sktad mineralny pozywki, jej pH, zawartoé regulatoréw wzro-
stu i sacharozy oraz warunki $wietine przyczyniajg sie zwykle do zwigkszenia efektywnosci
SE i pozwalajg na komercyjne zastosowanie opracowanego protokotu.

W literaturze przedmiotu znane sg przypadki uzyskania roslin za posrednictwem so-
matycznej embriogenezy jednoetapowo, ale wydajno$c¢ tego procesu jest zwykle niewielka.
W badaniach Mandal i Datta (2005) skietkowato jedynie 2% zaindukowanych zarodkéw chry-
zantemy wielkokwiatowej, pozostawionych na podtozu inicjalnym. Proces somatycznej em-
briogenezy wymaga zwykle kilkakrotnego przenoszenia eksplantatéw na pozywki o zrézni-
cowanej zawartosci zaréwno sktadnikéw mineralnych, jak i regulatoréw wzrostu. Czesto ko-
nieczna jest réwniez zmiana fizycznych warunkéw prowadzenia tego procesu, Stasolla i wsp.
(2002) podzielili proces somatycznej embriogenezy na trzy etapy: inicjacjie i namnazanie
embriogennej tkanki kalusowej, indukcje zarodkéw somatycznych oraz ich dojrzewanie i kiet-
kowanie. Réwniez Anjaneyulu i wsp. (2004) prowadzili proces somatycznej embriogenezy
w kulturach migdatecznika chebutowca (Terminalia chebula) z rodziny Asteraceae kilkueta-
powo. Rozpoczeli go od inicjacji kalusa pod wptywem réznych stezen 2,4-D | kinetyny, jego
namnazania, inicjacji formowania si¢ zarodkoéw somatycznych i ich dojrzewania pod wpty-
wem ABA i sacharozy oraz kietkowania pod wptywem GA;, IBA i IAA.

W badaniach wtasnych zastosowano dwie procedury uzyskiwania roslin z zarodkow
somatycznych: pierwsza — uproszczong, bezposrednig SE, kiedy to indukowano je w kultu-
rach lisciowych, a nastepnie przenoszono na podioze regeneracyjne oraz drugg - kilkueta-
powa metodyke pozyskiwania zarodkéw somatycznych (posrednig SE). Tkanke kalusowa
wedfug tej metodyki indukowano na pozywkach zestalonych agarem, z dodatkiem auksyn
(2,4-D, NAA, IBA, IAA, pikloramu i dicamby), cytokininy BAP oraz poliamin (putrescyny, sper-
miny i spermidyny). Kalus zainicjowany w pierwszym etapie badari namnazano na pozyw-
kach statych, z dodatkiem wymienionych wczeséniej auksyn, cytokininy BAP | poliamin. Réw-
noczesnie okreslono wplyw zawartoéci sktadnikow mineralnych w podfozu na namnazanie
sig tkanki kalusowej na pozywkach ptynnych, w bioreaktorze. Tkanke kalusowg namnozong
na pozywkach statych oraz fragmenty blaszek lisciowych wykorzystano jako eksplantaty
w kolejnym etapie badar — indukowano zarodki somatyczne, a nastepnie regenerowano je
jednoetapowo, na pozywkach o zréznicowanej zawartosci sktadnikéw mineralnych, wzboga-
conych o wegiel aktywowany i hydrolizat kazeiny. Szczegdlng uwage zwrécono na wptyw
natezenia napromienienia kwantowego i barwy $wiatta na przebieg omawianego procesu.
W koricowym etapie badar okreslono wplyw dtugo$ci okresu prowadzenia kultury oraz Spo-
sobu regeneracji na zmienno$¢ somaklonalng, okreslono réwniez jednorodnosé genetyczng
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zregenerowanych chryzantem uzyskanych na drodze somatycznej, posredniej i bezposred-
niej embriogenezy w kulturach in vitro wedtug proponowanego protokotu.

5.1. Wptyw auskyn i BAP na prowadzenie kultur kalusowych

Jak podkreslajg niemal wszyscy autorzy, gtdwnym czynnikiem majacym wptyw na ini-
cjacje kultur kalusowych jest obecnos¢ regulatoréw wzrostu w pozywce (Pretto i Santarem
2000, Bach 2001, Delporte i wsp. 2001, Tian i wsp. 2003). Na etapie inicjacji eksplantaty
wyktada si¢ zwykle na podioza zawierajagce wysokie stgzenia auksyn (najczesciej 2,4-D
i NAA). Dziatanie auksyn wzmacniane jest czgsto przez réwnoczesne stosowanie cytokinin,
zwtaszcza BAP. Hitmi i wsp. (1999) inicjowali kultury kalusowe wrotycza dalmatynskiego,
wykfadajac fragmenty kwiatostandw na pozywki uzupetnione od 0 do 4 mg - dm™ NAA i BAP.
Indukcje tkanki kalusowej obserwowano jedynie wtedy, kiedy oba wymienione regulatory
wzrostu obecne byly w pozywce. Tkanka kalusowa nie wyksztalcita sie na zadnym z eks-
plantatéw pierwotnych, kiedy wyktadano je na pozywke z dodatkiem NAA, jako jedynego
regulatora wzrostu. Udziat eksplantatow inicjujgcych tkanke kalusowa byt najwyzszy (od 60
do 95%), kiedy wyktadano je na pozywki o wysokim stezeniu NAA (4 mg - dm™) i niskim BAP
(0,21 0,4 mg-dm™). Wraz ze wzrostem stezenia BAP malata czestosé eksplantatow wy-
ksztatcajacych tkanke kalusowa.

W badaniach wiasnych eksplantaty lisciowe chryzantemy wielkokwiatowej wykazaty
rézng reakcje na sktad hormonalny pozywki, czego efektem byta zréznicowana zdolnosé do
inicjacji i przyrostu tkanki kalusowej. W przeciwienstwie do badan Hitmi i wsp. (1999), inicja-
cje tkanki kalusowej obserwowano réwniez na pozywkach uzupetionych jedynie auksynami.
Na pozywkach uzupetnionych NAA oraz wybranymi stezeniami pikloramu i dicamby tkanka
kalusowa wyksztatcita sig na wszystkich wytozonych na pozywke fragmentach blaszek |i-
$ciowych. Podobnie jak w badaniach powyzszych autoréw masa tkanki kalusowej byta wyz-
sza, gdy do pozywek inicjujgcych, oprocz auksyn, dodawano cytokining BAP.

Wyniki badan wiasnych pozostajg zgodne z badaniami Tanaka i wsp. (2000), ktérzy
prowadzac badania nad indukcjg kultur kalusowych chryzantemy wielkokwiatowej stwierdzili,
ze w kulturach in vitro najkorzystniej na indukcje tkanki kalusowej dziata dodatek do pozywki
1 mg-dm™ BAP w potaczeniu z 10 mg - dm™ IAA lub 1 mg - dm™ NAA — wszystkie eksplanta-
ty lisciowe wylozone na te rodzaje pozywek wyksztalcity tkanke kalusowa. W badaniach wia-
snych kompozycjg NAA i BAP najlepszg do indukowania kultur kalusowych byta pozywka
z dodatkiem 4 mg-dm® wymienionych regulatoréw wzrostu. Do podobnego wniosku doszli
Keskitalo i wsp. (1995), ktdrzy za najbardziej przydatng do inicjacji kultur kalusowych wrotycza
pospolitego z rodziny Asteraceae uznali pozywke MS z dodatkiem 4,5 mg - dm™ NAA i BAP.

Namnazanie tkanki kalusowej na pozywkach statych moze by¢ przyspieszone przez
zastosowanie pozywek ptynnych, wytrzasanych lub prowadzonych w bioreaktorach. Produk-
tywnos$¢ kultur zawiesinowych jest zalezna od gatunku roéliny oraz od sposobu i warunkéw
prowadzenia kultury. Maksymalng suchg mase (8,1 g) w kulturach zawiesinowych szatwii
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czerwonokorzeniowej (Salvia miltiorrhiza) osiggnieto w 21. dniu prowadzenia kultury (Zhao
i wsp. 2010), natomiast w kulturach zawiesinowych dziurawca zwyczajnego uzyskano jedy-
nie 2,6 g SM na jeden litr pozywki (Walker i wsp. 2002). W badaniach Kochan i Chmiela
(2010) nad produkcjg saponin w kulturach zawiesinowych zenszenia pigciolistnego (Panax
quinquefolium) uzyskano po 40 dniach prowadzenia kultury okolo 6 g SM na litr pozywki,
z poczatkowo inokulowanej 0,86 g SM. W badaniach wtasnych uzyskano 7,2 g-dm~ sm
(121,3 g $wiezej masy) na jeden litr pozywki po 28 dniach prowadzenia kultury.

W trakcie prowadzenia kultur kalusowych na pozywce ptynnej jednym z gtéwnych
czynnikéw limitujgcych wzrost jest zawarto$¢ jonéw azotu oraz stosunek jonéw NH; do
NO;. Sg one pobierane w pierwszej kolejnosci na poczatku kultury. Badania nad optymali-
zacja stosunku NH; i NO; w kulturach pgdowych chryzantemy wielkokwiatowej, prowadzo-
nych w bioreaktorze balonowym, prowadzili Sivakumar i wsp. (2005). Uzupetniajgc pozywke
ptynng zréznicowang iloscia NH,Cl i KNO, stwierdzili, ze stosunek jonéw amonowych do
azotanowych jest istotnym czynnikiem warunkujacym wzrost roélin. Za najbardziej odpo-
wiedni uznali oni stosunek NH; i NO; — 20 : 40. Polecany przez wymienionych autoréw sto-
sunek jonéw amonowych do azotanowych uznany zostat réwniez w niniejszej pracy za naj-
bardziej odpowiedni do prowadzenia kultur kalusowych u tego gatunku. Jest to zgodne
z badaniami Nowak i wsp. (2007), ktorzy badali wptyw zawartoéci w pozywce jonéw NH;
i NO; na powstawanie tkanki kalusowej i regeneracje $liwy domowej (Prunus domestica).
Stwierdzili oni, ze przetrzymywanie eksplantatéw na pozywkach o podwyzszonej zawartosci
NH; powodowato wystapienie witryfikacji, co miato negatywny wptyw na wzrost pedow.

Poniewaz jony NH, pobierane sg w znacznie wigkszej iloci niz jony azotanowe, wig-
ze sie to z szybkim spadkiem pH pozywki. Jednoczesnie wiadomo, ze zakwaszenie podtoza
promuje pobieranie azotanéw, dlatego tez ustalenie zawartosci jonéw amonowych i azota-
nowych w konkretnym momencie prowadzenia kultury jest niezbedne do opracowania wy-
dajnej metody produkcji tkanki kalusowej (Morard i wsp. 1998, Dantas i wsp. 2001, Shin
i wsp. 2002). Z badan Schmitz i Lorz (1 990) wynika, ze wigkszos¢ jonéw amonowych zostato
pobranych w ciagu pierwszych godzin prowadzenia kultur zawiesinowych ryzu siewnego.
W badaniach Wang i wsp. (2010) nad produkcijg glikozydow w kulturach zawiesinowych zen-
szenia wtasciwego jony amonowe zostaly wyczerpane po 18 dniach hodowli. Jednoczesnie
obserwowano spowolnienie przyrostu masy tkanki kalusowej. Wyniki badar wiasnych pozo-
staja w zgodnosci z badaniami powyzszych autoréw — w trakcie prowadzenia kultury obser-
wowano bardzo szybki i gwattowny spadek zawartosci jonéw amonowych, a jednoczesnie
spadek wartoéci pH. Jony azotanowe byly przyswajane przez tkanke roslinng znacznie wol-
niej. Fosfor jest kolejnym kluczowym skfadnikiem odzywczym dla wzrostu komérek roslin-
nych i tworzenia metabolitéw wtérnych. W omawianych wczesniej badaniach Wang i wsp.
(2010) okazafo sie, ze jony fosforanowe(V) byly szybko pobierane i po 24 dniach hodowli
w zawiesinowych kulturach kalusowych nie bylo ich wcale w pozywce. W badaniach wia-
snych réwniez stwierdzono szybkie tempo pochtaniania jonéw fosforanowych(V) przez tkan-
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ke kalusowg chryzantem. W 28. dniu hodowli nie stwierdzono obecnoéci jonéw fosforano-
wych w pozywce.

5.2. Wplyw auksyn i cytokininy oraz sktadu mineralnego pozywki
na inicjacje somatycznej embriogenezy

Dynamika tworzenia si¢ zarodkéw somatycznych zalezna jest od warunkéw prowa-
dzenia kultury oraz gatunku rosliny. Jak podajg Baker i Wetzstein (1998), zarodki orzecha
ziemnego (Arachis hypogaea) pojawity si¢ w kulturach lisciowych po 3-7 dniach od zafoze-
nia kultury, podczas gdy w przypadku lucermny siewnej (Medicago sativa) zaobserwowano je
dopiero po 10 dniach (Denchev i wsp. 1991), za$ u fejholy sellowskiej (Fejjoa sellowiana)
minimalny okres prowadzenia kultury wydtuzyt si¢ do 14 dni (Cruz i wsp. 1990). W kulturach
kwiatéw jezyczkowatych chryzantemy wielkokwiatowej tworzenie si¢ zarodkéw somatycz-
nych obserwowano juz po 12-15 dniach od zatozenia kultury, szczegdlnie przy liniach ciecia
eksplantatéw (Mandal i Datta 2005). W badaniach wasnych minimalny okres, po ktérym za-
obserwowano zarodki somatyczne w kulturach kalusowych, wynosit 14 dni, natomiast gdy
tkanka kalusowa byta przed rozpoczeciem etapu inicjacji przetrzymywana w ciemnosci wy-
dtuzyt sie do 28 dni. W przypadku embriogenezy bezposredniej w kulturach lisciowych okres
ten wydtuzyt sie do 28 dni dla kultur do$wietlanych i 42 dla kondycjonowanych ciemnosécia.

Gtéwnym czynnikiem majagcym wplyw na inicjaci¢ somatycznej embriogenezy jest
zawarto$¢ regulatoréw wzrostu, jednak doniesienia dotyczace optymalnej ich zawartosci sg
czesto sprzeczne (Merkele i wsp. 1995). Cytokininy: BAP i kinetyne potaczong z 2,4-D sto-
sowata w swojej pracy Lema-Rumiriska (2007), indukujgc somatyczng embriogeneze w kul-
turach lisciowych chryzantem. Za najkorzystniejszy do indukcji tego procesu uznata ona do-
datek do pozywki 4 mg - dm™ 2,4-D stosowany z 1 mg-dm™ KIN. BAP, zwtaszcza stosowa-
ny w wyzszym stezeniu, wptywat na obnizenie liczby uzyskanych zarodkéw somatycznych,
jak i w petni rozwinietych zarodkéw i uzyskanych z nich roélin. May i Trigiano (1991) stwier-
dzili, iz tworzenie sig zarodkéw somatycznych przebiega najefektywniej, gdy eksplantaty
lisciowe sg wylozone na pozywke MS z dodatkiem 1 mg-dm=2,4-D i 0,2 mg - dm™ BAP.
Tanaka i wsp. (2000) inicjowali bezposrednig somatyczng embriogeneze, wyktadajac na po-
zywki odmienne eksplantaty — czyli kwiaty jezyczkowate chryzantemy. Stwierdzili oni, ze
najwydajniej proces ten przebiega na pozywkach z dodatkiem IAA i KIN w wysokich steze-
niach. Dodatek do pozywki IBA i 2,4-D oraz BAP nie pozwolit na uzyskanie zarodkéw soma-
tycznych.

Indukcja zarodkéw somatycznych w kulturach roslin z rodziny Asteraceae zalezna by-
ta czesto od wysokich stezen NAA i BAP w pozywce (Pavingerova i wsp. 1994, Mandal
i Datta 2005). Wyniki badan wiasnych potwierdzajg obserwacje powyzszych autoréw o ko-
rzystnym wptywie kombinacji NAA i BAP na inicjacje SE w kulturach chryzantem. Mandal
i Datta (2005), inicjujgc bezposrednig SE w kulturach kwiatéw jezyczkowatych pieciu odmian
chryzantemy wielkokwiatowej, wyktadali je na pozywki uzupetnione od 0,2 do 6 mg - dm™
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2,4-D i NAA stosowane facznie z BAP w stezeniu od 0,2 do 6 mg-dm™. Inicjacje zarodkéw
somatycznych obserwowali oni na pozywkach uzupetionych od 2 do 4 mg:dm™ wyzej
wymienionymi regulatorami wzrostu, a za najlepszg do prowadzenia tego typu procesu
uznali pozywke z dodatkiem 4 mg-dm™ 2,4-D i 2 mg-dm= BAP — obecnosé zarodkéw
somatycznych stwierdzono w przypadku 30% wylozonych na pozywki eksplantatéw, a na
jednym wyksztatcito sie ich $rednio 15,8. W ostatnim z do$wiadczen przeprowadzonych
przez wymienionych badaczy 2,4-D zastapiono NAA, ktdry okazat si¢ znacznie mniej wydaj-
ny w indukowaniu somatycznej embriogenezy. Najlepsza okazata sie pozywka z dodatkiem
4 mg-dm™ NAA i 2 mg- dm™ BAP, na ktérej jedynie 35% eksplantatéw wyksztatcito srednio
6,4 zarodkéw.

W badaniach wtasnych do inicjacji SE wykorzystywano inny rodzaj eksplantatu, jed-
nak uzyskano podobne rezultaty. W przypadku inicjacji bezposredniej somatycznej embrio-
genezy, kiedy na pozywki uzupetnione kombinacjg NAA i BAP wykfadano fragmenty blaszek
lisciowych, najkorzystniejsza byta réwniez kombinacja 4 mg-dm™® NAA i 2 mg-dm™ BAP.
Kiedy stosowano te wlasnie pozywke formowanie si¢ zarodkéw obserwowano na wszystkich
wylozonych eksplantatach ($rednio 17,6 na jednym eksplantacie). W kulturach kalusowych
bardziej odpowiednig z zastosowanych w badaniach kombinacji NAA i BAP byt dodatek
2mg-dm™ NAA i 1 mg-dm™ BAP. Nizszy poziom regulatoréw wzrostu najkorzystniej wpty-
wajacych na liczebnosé formujgcych sig zarodkéw somatycznych w przypadku kultur kalu-
sowych byt najprawdopodobniej spowodowany faktem, ze tkanka kalusowa namnazana byta
wczesniej na pozywee z dodatkiem 4 mg - dm™ NAA i 3 mg - dm™ BAP.

Jak stwierdzili Michalczuk i wsp. (1992), poziom endogennych auksyn zmniejsza sie
w trakcie dojrzewania zarodka somatycznego — od stadium zarodka dojrzatego az po torpe-
do. Zmniejszeniu powinien tez ulec dodatek egzogennych regulatoréw wzrostu. Poziom auk-
syn w badaniach wtasnych, najlepszy na etapie inicjacji SE, byt zwykle nizszy od poziomu
optymalnego na etapie namnazania tkanki kalusowej.

Istotny wplyw na przebieg procesu ma réwniez sktad mineralny pozywki. Shekhawat
i wsp. (2009), inicjujgc somatyczng embriogeneze w kulturach kalusowych miodly indyjskiej
(Azadirachta indica), rosliny z rodziny Asteraceae, wykfadali eksplantaty na pozywki MS oraz
MS z dodatkiem od 50 do 300 mg-dm™ (NH,),SO, lub KNOs. Za najbardziej przydatnq do
inicjacji somatycznej embriogenezy i dojrzewania zarodkéw somatycznych uznali oni pozyw-
ke MS uzupetniong 50 mg - dm™ (NH4)2S04 i 100 mg dm™ KNO;. Prowadzenie omawianego
procesu na tej wlasnie pozywce pozwolito na uzyskanie z 10,5 g tkanki kalusowej 3135 za-
rodkéw somatycznych. Wyniki badan wtasnych réwniez wskazujg na korzystny wptyw zwiek-
szania zawartoéci jonéw amonowych w postaci NH4NO3 na liczebnos¢ formujgeych sie za-
rodkéw, jednak byly one nieprawidiowo wyksztatcone i nadmiernie uwodnione. By¢ moze
w przypadku tego skladu mineralnego nalezatoby zmieni¢ zawarto$¢ regulatoréw wzrostu
w pozywce, zwtaszcza obnizy¢ zawarto$¢ BAP, poniewaz cytokininy wptywajg na nadmierne
gromadzenie sie wody w tkankach roslin (Borkowska 1997).
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5.3. Wptyw poliamin na prowadzenie kultur kalusowych i somatyczna
embriogeneze

Do regulatoréw wzrostu majgcych wptyw na przebieg zaréwno kaulogenezy, jak i so-
matycznej embriogenezy, nalezg poliaminy. Wysoki poziom endogennych poliamin: spermi-
ny i spermidyny w embriogennej tkance kalusowej debu ostrolistnego (Quercus ilex) stwier-
dzili w swoich badaniach Mauri i Manzanera (2011). Wysoki poziom wymienionych regulato-
réw wzrostu obserwowano réwniez w zygotycznych i somatycznych zarodkach tego gatunku
— obnizat sig on stopniowo wraz ze wzrostem stopnia rozwoju zarodka. Jak podaje Feirer
i wsp. (1985), zwtaszcza spermidyna odgrywa istotng role we wzroscie i rozwoju zarodkéw
somatycznych. Wysoki poziom spermidyny byt charakterystyczny réwniez dla tkanek em-
briogennych tuz przed indukcjg somatycznej embriogenezy kawy kongijskiej (Coffea cane-
phora) — (de la Pena i wsp. 2008), lucerny siewnej (Cvikrova i wsp. 1999, Huang i wsp. 2001)
oraz sosny kalifornijskiej (Pinus radiata) — (Minocha i wsp. 1999).

W badaniach wiasnych reakcja tkanek roslinnych na dodatek do pozywek poliamin
byta zréznicowana. Dodatek do pozywek putrescyny nie indukowat wyksztatcania sie tkanki
kalusowej ani jej namnazania, natomiast spermina i spermidyna dziataty korzystnie na przy-
rost masy tkanki kalusowej zaréwno kiedy byly stosowane samodzielnie, jak i w potaczeniu
z4 mg-dm™ NAA i BAP. Korzystny wptyw poliamin na stosowane tgcznie NAA i BAP ob-
serwowano jedynie w kulturach doswietlanych. W kulturach prowadzonych w ciemnoéci nie
stwierdzono istotnego wptywu powyzszych regulatoréw wzrostu na rozwéj tkanki kalusowej.
Jest to prawdopodobnie spowodowane korelacjg warunkéw $wietinych prowadzenia kultury
z akumulacjg i produkcja endogennych poliamin. Akumulacje PUT, SPMD i SPM, w zalezno-
éci od warunkéw $wietinych prowadzenia kultury, obserwowano uprzednio miedzy innymi
w przypadku sadzonek grochu zwyczajnego (Goren i wsp. 1982) i Pharbitis nil (Yoshida
i Hirasawa 1998). Hunter i Burritt (2005) obserwowali wzrost catkowitego stezenia poliamin
w kulturach sataty doswietlanych éwiattem czerwonym. W tkankach roélin kontrolnych do-
$wietlanych $wiattem biatym obserwowano réwniez wzrost catkowitego stezenia poliamin,
jednak ich poziom byt znacznie nizszy. Wyniki te sugerujg, ze produkcja i gromadzenie sie
poliamin sg promowane przez jeden z fitochromoéw.

Doniesienia literaturowe sg sprzeczne, jezeli chodzi o reakcje tkanki kalusowej
w trakcie kolejnego etapu (namnazania) na dodatek poliamin. W przypadku tkanki kalusowej
zenszenia wlasciwego byta ona niekorzystna: tkanka kalusowa brgzowiata i zamierata. Do-
datek poliamin do pozywek wptywat réwniez nastepczo negatywnie na liczbe i jakosé zarod-
kéw somatycznych, powodujgc ich nadmierne uwodnienie (Kevers i wsp. 2000, 2002).
W przeciwienstwie do wynikéw powyzszych badan Tang i wsp. (2004) stwierdzili korzystny
wptyw dodatku egzogennych poliamin na namnazanie si¢ tkanki kalusowej sosny wirginij-
skiej (Pinus virginiana). Zainicjowane na podiozach bez dodatku poliamin zbrazowiate frag-
menty tkanki kalusowej wyktadali oni na pozywki z dodatkiem putrescyny, sperminy i spermi-
dyny. Stwierdzili, ze dodatek egzogennej putrescyny i spermidyny wptynat korzystnie na
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przyrost masy tkanki kalusowej, ktdra stafa si¢ jasnozielona i miata gruzetkowata strukture.
Wyniki badar wlasnych pozostajg w zgodnosci z obserwacjami powyzszego autora — tkanka
kalusowa namnazana na pozywkach z dodatkiem sperminy i spermidyny w stezeniu
1i5mg- dm™ charakteryzowata sie gruzetkowatg strukturg i jasnozielonym kolorem, jednak
mnozyta sig znacznie stabiej niz w przypadku stosowanych jednoczesnie pozywek uzupet-
nionych 3 mg - dm™ BAP i 4 mg dm™ NAA. Stosowana jednoczesénie z wymienionymi cytoki-
ninami nie powodowata zwigkszenia masy namnazanej tkanki kalusowe;j.

Hunter i Burritt (2005) podaja, ze nagromadzenie PA jest indukowane podczas wcze-
snych etapéw kultury i jest wymagane do zajscia procesu organogenezy, podczas gdy pro-
cesy morfogenetyczne zachodzg przy wartoéciach maksymalnych PUT, SPMD i SPM. Tang
i wsp. (2004) stwierdzili, ze dodatek poliamin w stgzeniu od 0,01 mM do 1 mM (PUT, SPMD
i SPM) dopiero na etapie indukcji somatycznej embriogenezy dziatat korzystnie na formowa-
nie sie zarodkéw somatycznych. Zabieg ten powodowat wzrost liczby tworzacych sie zarod-
kéw z 22,4 do 110,2. Poliaming, ktéra w najwigkszym stopniu wptywata na liczbe tworzacych
sie zarodkéw somatycznych, byta spermidyna. Dodatek spermidyny (107 M) do pozywki
zawierajgcej jedynie auksyne w kulturach kalusowych zeriszenia spowodowat wzrost liczby
tworzacych sig zarodkéw somatycznych z 20 do 98 na 2,5 g kalusa (Monteiro i wsp. 2002).
Wiekszg liczbe zarodkéw somatycznych pod wptywem egzogennej spermidyny obserwowa-
no réwniez w przypadku kawy kongijskiej (Coffea canephora) — (Kumar i wsp. 2008b), sosny
zwyczajnej (Pinus sylvestris) — (Niemi i wsp. 2007), zenszenia wtasciwego (Monteiro i wsp.
2002), igtawy brazylijskiej (Silveira i wsp. 2006) i mango indyjskiego (Magnifera indica)
(Mishra i wsp. 2010).

Wyniki badan wtasnych pozostaja w zgodzie z doniesieniami powyzszych autoréw.
Czestos¢ eksplantatéw formujacych zarodki somatyczne oraz liczba wyksztatconych zarod-
kéw somatycznych wzrastata istotnie, kiedy do pozywek, obok NAA i BAP, dodawano sper-
midyne. Dodatek sperminy do pozywek indukujgcych somatyczng embriogeneze powodowat
stabsza reakcje, a w przypadku putrescyny obserwowana reakcja pozostawata na poziomie
kontroli. Poliaminy sgq od dawna znane jako inhibitory biosyntezy etylenu i by¢ moze z tego
powodu obserwujemy ich dodatni wptyw na powstawanie i rozwdj zarodkéw somatycznych
(Apelbaum i wsp. 1981). Eksplantaty wylozone na pozywki z dodatkiem spermidyny i sper-
miny, jako jedynego regulatora wzrostu, wyksztatcity réwniez zarodki somatyczne, jednak ich
liczba byta nizsza niz w przypadku eksplantatow wytozonych na pozywki z dodatkiem polia-
min stosowanych tacznie z NAA i BAP. Putrescyna stosowana jako jedyny regulator wzrostu,
jak i w kombinacji NAA i BAP, nie miata wptywu na czestos¢ formujacych sie zarodkéw so-

matycznych, jak i ich liczebno§c¢.
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5.4. Wptyw swiatta na prowadzenie kultur kalusowych i somatycznag
embriogeneze

Powszechnie wiadomo, ze rozwdj roslin uwarunkowany jest korelacjg czynnikéw we-
wnetrznych, jak i zalezny jest od $rodowiska. Jednym z najwazniejszych czynnikéw $rodowi-
skowych jest $wiatto — zaréwno jego natezenie, jak i dtugos¢ fali elektromagnetycznej, czyli
barwa $wiatta (Chee 1986, Chee i Pool 1989, Latkowska i Chmiel 1996, Gabarkiewicz i wsp.
1997, Gabryszewska i Rudnicki 1997, Kozak 2011, Dabski 2002).

Inicjacja kultur kalusowych moze zachodzi¢ niezaleznie od zastosowanych warunkéw
$wietinych. Jak wynika z badan Elmeera i Hennertego (2008), tkanka kalusowa ogérka ini-
cjowana na pozywkach bez dodatku regulatorow wzrostu tworzyta sie z podobng intensyw-
no$cig w kulturach prowadzonych zaréwno w $wietle, jak i w ciemnosci. W badaniach wia-
snych, podobnie jak w pracy Elmeera i Hennertego (2008), kalus rozwinat sie na brzegach
eksplantatéw lisciowych niezaleznie od zastosowanych warunkéw $wietinych i stezenia auk-
syn. Jego masa byta wyzsza w kulturach doswietlanych substytucyjnie, jednak obecno$é
$wiatta nie byta niezbedna do inicjacji kaulogenezy.

Obok natgzenia napromienienia kwantowego $wiatta réwnie wazng role w regulowa-
niu rozwoju roélin w kulturach in vitro odgrywa jego barwa, czyli dtugos¢ fali elektromagne-
tycznej. Wptywa ona na rozwdj poprzez regulacjge poziomu endogennych regulatoréw wzro-
stu (Tucker 1976, Smith 1982, Muir i Zhu 1983). Doniesienia méwigce o wptywie barwy $wia-
tla na rozwdj roslin sg jednak niezbyt liczne, czesto sprzeczne, a uzyskiwane efekty zwigza-
ne sg zwykle z rodzajem do$wietlanej tkanki. Miler i Zalewska (2006), badajgc wplyw barwy
$wiatta na mikrorozmnazanie chryzantemy w kulturach in vitro, stwierdzity, ze do$wietlanie
pedéw $wiattem zielonym miato pozytywny wptyw na diugo$é pedéw i miedzywezli oraz
spowodowato zwigkszenie sig masy namnozonych roslin. Ro$liny do$wietlane $wiattem
czerwonym miaty najmniejsze liscie i charakteryzowaly sie najnizszg masg. Guo i wsp.
(2007) prowadzili kultury kalusowe tybetanskiej rosliny leczniczej Saussurea meduza z ro-
dziny Asteraceae. Swiatto czerwone pobudzato wzrost tkanki kalusowej, jednoczesnie jed-
nak obnizato mase produkowanych przez nig flawonoidéw, zas doswietlanie $wiattem nie-
bieskim, zielonym i z6ttym nie wptynefo istotnie na rozwdj tkanki kalusowe;.

W badaniach wiasnych do$wietlanie substytucyjne kultur $wiattem czerwonym dziata-
to korzystnie na inicjacje i namnazanie tkanki kalusowej, kiedy byto stosowane tacznie ze
$wiattem biatym. Mogto by¢ to spowodowane czesto wystepujacym deficytem $wiatta czer-
wonego, ze wzgledu na spektrum $wiatta standardowo stosowanych w kulturach in vitro
lamp fluorescencyjnych (Wilson i wsp. 1993, D'Onofrio i wsp. 1998, Seabrook 2005).

Z licznych badan wynika, ze $wiatto niebieskie nie indukuje lub Znaczgco zmniejsza
intensywno$¢ formowania sie tkanki kalusowej, np. w kulturach aktinidii smakowitej (Muleo
i Morini 1990) czy pylnikéw cytryny klementyny (Citrus clementina) — (Germana i wsp. 2005).
Réwniez Morini i wsp. (2000) stwierdzili, ze w kulturach pigwy pospolitej (Cydonia oblonga)
daleko czerwone $wiatto niebieskie wptyneto negatywnie na kaulogeneze. W badaniach wia-
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snych réwniez obserwowano niekorzystny wplyw Swiatta niebieskiego zaréwno na inicjacje
kultur kalusowych, jak i na indukcje zarodkéw somatycznych. Fragmenty blaszki lisciowej czy
tez tkanki kalusowej w kulturach doswietlanych $wiattem niebieskim w ciggu kilku pierwszych
tygodni prowadzenia kultury brazowialy i zamieraly. Jest to najprawdopodobniej spowodo-
wane tym, ze $wiatlo niebieskie indukuje produkcjg zwigzkéw fenolowych, co w potaczeniu
z wysokimi dawkami auksyn, stosowanymi na etapie namnazania tkanki kalusowej i indukcji
SE, a co za tym idzie z produkcjg etylenu przez rosliny, moze ttumaczy¢ brgzowienie i za-
mieranie kultur (Ahmad i wsp. 1995). :

Na podstawie powyzszych doniesier oraz badan wlasnych mozna stwierdzi¢, ze sto-
sowanie $wiatta biatego lub czerwonego oraz biatego i czerwonego stosowanych razem, jak
réwniez warunki ciemnosci, byto najbardziej odpowiednie do powstawania kalusa w kulturze.
Wyniki te sugeruja, ze jeden z fitochroméw moze regulowac zalezng od $wiatta kompetencje
do indukciji kalusa i organogenezy, jak juz zaobserwowano w tkance lisci aktinidii chinskiej
(Actinidia chinensis syn. Actinidia deliciosa) i w kulturach hypokotyli pomidoréw jadalnych
(Lycopersicum esculentum), natomiast antagonistycznie na wymienione procesy moze dzia-
ta¢ receptor $wiatta niebieskiego (Muleo i Morini 1990, Bertram i Lercari 2000).

Wielu autoréw zaleca prowadzenie kultur kalusowych w ciemnosci, ze wzgledu na
mniejsze ryzyko wystgpienia zmiennoéci somaklonalnej — nie zawsze jest to jednak mozliwe.
W badaniach Moon i Stomp (1997) stwierdzono negatywny wptyw braku $wiatta na namna-
zanie sie kalusa rzesy garbatej (Lemna gibba). Po czterech tygodniach prowadzenia kultur
bez dostepu $wiatta kalus stat sig z6ity lub biaty i stopniowo zamierat. Powolny wzrost tkanki
kalusowej obserwowano dopiero po o$wietleniu kultur $wiattem o natezeniu napromienienia
kwantowego wynoszacym 5 pmol-m™-s™'. Badania wiasne przecza wynikom uzyskanym
przez powyzszych autoréw. Stwierdzono, ze inicjacja kultur kalusowych oraz ich namnazanie
moze byé prowadzone w ciemnosci nawet przez sze$¢ miesigcy, chociaz masa zaindukowanej
i namnozonej tkanki jest zwykle nieco nizsza od masy tkanki do$wietlanej $wiattem biatym.

Wymagania tkanek rolinnych moga si¢ zmienia¢ w kolejnych etapach prowadzenia
kultury. Doniesienia na temat warunk6w swietinych na etapie indukcji somatycznej embrioge-
nezy sg sprzeczne. Cheong i Pooler (2004) stwierdzili, ze do$wietlanie kultur nie jest niezbed-
ne do inicjacji procesu somatycznej embriogenezy wisni wezesnej (Prunus incisa). Powyzsza
teze potwierdzajg réwniez Castillo i Smith (1997), ktérzy badali wptyw o$wietlenia $wiattem
czerwonym (o natezeniu napromienienia kwantowego wynoszacym 45 pmol-m?-s™) i ciem-
nosci na czesto$c eksplantatow formujacych zarodki somatyczne w kulturach begonii delikat-
nej (Begonia gracilis). Stwierdzili oni, ze do$wietlanie $wiattem nie bylo konieczne do inicjacii
SE - indukcja zarodkéw somatycznych zachodzita réwniez w ciemnosci. Kiedy eksplantaty
wystawione byly na dziatanie $wiatta biatego w petnym spektrum, intensywnie zachodzita
ryzogeneza, a obserwowano jedynie nieliczne tworzace sig¢ zarodki. May i Trigiano (1991)
badali wplyw $wiatta na przebieg bezpoéredniej somatycznej embriogenezy w kulturach
chryzantemy. Stwierdzili oni, ze podczas 52 dni prowadzenia kultury w ciemnosci lub o$wie-
tlenia $wiattem biatym nie obserwowano oznak zachodzgcej embriogenezy lub tez liczba
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zarodkéw byta bardzo niewielka ($rednio 0,7 zarodka na jeden eksplantat). Badania wiasne
pozostajg jedynie czesciowo w zgodnosci z wynikami uzyskanymi przez powyzszych auto-
row. Nie obserwowano formowania sig¢ zarodkéw somatycznych w kulturach chryzantemy
wielkokwiatowej prowadzonych w ciemnosci, niezaleznie od dodatku egzogennych regulato-
réw wzrostu do pozywek. Obserwowano natomiast formowanie sig bardzo licznych zarodkéw
somatycznych w kulturach do$wietlanych $wiattem biatym, przy standardowo stosowanym
fotoperiodzie. Jednocze$nie wykiadanie dojrzatych juz zarodkéw somatycznych na pozywki
i prowadzenie kultur na tym etapie w ciemnosci zwigkszato procent kietkujgcych zarodkéw.
Za czynnik zwiekszajacy liczbe formujacych sig zarodkéw somatycznych oraz popra-
wiajacy ich jako$é uznaje sie przetrzymywanie eksplantatéw w ciemnosci lub niskim nateze-
niu napromienienia kwantowego $wiatta, a nastgpnie znaczne zwigkszenie jego natezenia
przed indukcjg kultur kalusowych czy somatycznej embriogenezy. Mikuta i Rybczyrski
(2001) przetrzymywali bez dostepu $wiatta fragmenty siewek roélin z rodzaju goryczka (Gen-
tiana sp.) przez pieé dni przed wyktadaniem ich na pozywki inicjujgce somatyczng embrioge-
neze. Kalus dziurawca zwyczajnego inicjowany w ciemnosci po wystawieniu na dziatanie
$wiatta tworzyt znacznie wigksza liczbe pedoéw niz kalus przez caty czas prowadzony na
$wietle (Pretto i Santarem 2000). Rowniez Cheong i Pooler (2004) stwierdzili, ze traktowanie
ciemnoscia eksplantatéw wisni wczesnej od jednego do czterech tygodni przed zatozeniem
kultury wptyneto korzystnie na czgsto$¢ inicjowanych zarodkéw somatycznych, jednak rézni-
ce te nie zostaty potwierdzone statystycznie (28% eksplantatéw inicjujacych zarodki w kultu-
rach doswietlanych i 43% dla kultur prowadzonych w ciemnosci przez cztery tygodnie). May
i Trigiano (1991), indukujgc somatyczng embriogeneze, stosowali przemienne, kilkudniowe
okresy ciemnoéci i oéwietlenia $wiattem biatym. Za najkorzystniejsze uznali oni przetrzymy-
wanie zatozonych kultur przez 28 dni w ciemnosci, nastgpnie 10 dni w $wietle i ponownie
przez 14 dni w ciemnoséci. Obserwowali oni zwigkszenie sie w tych warunkach liczebnoéci
powstatych zarodkéw. W badaniach wiasnych réwniez stwierdzono, ze przetrzymywanie ro-
$lin w ciemnosci przed indukcjg somatycznej embriogenezy przez dwa do trzech tygodni byto
czynnikiem indukujacym ten proces, mimo ze eksplantaty wykfadano na pozywki MS, bez
dodatku egzogennych regulatoréw wzrostu. Kiedy eksplantaty wyktadano na pozywki uzu-
petnione regulatorami wzrostu nie obserwowano istotnego zwigkszenia sie liczby wyksztat-
conych zarodkéw somatycznych, lecz ich formowanie si¢ odbywato sig w krétszym okresie.

5.5. Dojrzewanie i konwersja zarodkéw somatycznych

Zarodki somatyczne uzyskane w procesie somatycznej embriogenezy czesto zamie-
rajg i nie kietkuja (Merkele i wsp. 1995). Jak podaje Bach (2001), proces dojrzewania odby-
wa sie stopniowo i polega na odwadnianiu zarodkéw na pozywkach o podwyzszonym steze-
niu osmotycznym zawierajgcych weglowodany, co zapobiega przedwczesnemu kietkowaniu
zarodkéw, a jednocze$nie sprzyja akumulacji weglowodandw i biatek w tkankach zarodka.
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Wptyw zawartoéci sorbitolu, mannitolu i sacharozy na dojrzewanie i kietkowanie za-
rodkéw somatycznych debu badali Sanchez i wsp. (2003). Stwierdzili oni, ze bardziej odpo-
wiednie do pobudzania dojrzewania i kietkowania zarodkow somatycznych sg wyzsze steze-
nia badanych zwigzkéw. Réwniez Canhoto i Cruz (1994), regenerujac zarodki somatyczne
fejholy sellowskiej, oraz Konan i wsp. (1994), opracowujgc metode namnazania manioku
jadalnego (Manihot esculenta), za bardziej odpowiednie uznali wyzsze zawartosci weglowo-
danéw w pozywkach. Wyniki badar wiasnych potwierdzajg obserwacje wymienionych auto-
row. Zarodki somatyczne chryzantemy kietkowaly lepiej .na podtozu zawierajgcym
V. zawartoéci makro- i mikroelementéw pozywki MS z dodatkiem 45 g- dm™ sacharozy. Na-
tomiast dodatek do pozywek glukozy i fruktozy dziatat negatywnie na konwersje zarodkéw
somatycznych.

Jak sgdzg niektdrzy autorzy, weglowodany i zwigzki biatkowe sg gromadzone w tkan-
kach dojrzewajgcych zarodkéw wydajniej, kiedy w pozywkach znajduje sie azot w formie
organicznej, na przyktad jako dodatek hydrolizatu kazeiny. W kulturach in vitro stosuje sie
zréznicowang zawarto$¢ hydrolizatu kazeiny — od 100 mg" dm™ na etapie konwersji zarod-
kéw manioku jadalnego (Konan i wsp. 1994), 250 mg - dm™ w kulturach winorogli wlasciwej
(Martinelli i wsp. 1993), do 500 mg~dm“" w kulturach zenszenia wiasciwego (Tang 2000)
i wilhelmki wytwornej (Bactris gasipaes) — (Steinmacher i wsp. 2007). Wei i wsp. (1997)
stwierdzili natomiast niekorzystny wplyw dodatku hydrolizatu kazeiny w stezeniu od 200
mg-dm™ do 1 g dm™ w kulturach miodty indyjskiej na etapie dojrzewania i regeneracji za-
rodkéw somatycznych. Zwlaszcza w przypadku najwyzszego z zastosowanych stezen —
1 g-dm™ - obserwowano niski procent kietkujacych zarodkéw, ktére czesto byty znieksztal-
cone i pokrywaly sie tkankg kalusowa. Stosowanie hydrolizatu kazeiny w nizszych steze-
niach — 200 i 500 mg - dm™ — zwigkszylo czestos¢ kietkujacych zarodkéw, byta ona jednak
najwyzsza w przypadku pozywek bez dodatku tego skiadnika. Réwniez w badaniach wia-
snych obserwowano hamujacy wptyw hydrolizatu kazeiny na dojrzewanie i kietkowanie za-
rodkéw somatycznych chryzantemy. Jak sadzg Zeibur i wsp. (1950), niekorzystny wplyw
hydrolizatu kazeiny w pozywce na kietkowanie zarodkéw niektérych gatunkéw roslin moze
by¢ spowodowany zbyt wysokim cisnieniem osmotycznym. .

Problemem na etapie regeneracji zarodkéw somatycznych jest miedzy innymi akumu-
lacja zwigzkéw fenolowych produkowanych przez tkanki roslinne (Alemanno i wsp. 2003,
Pinto i wsp. 2008). Aby ograniczy¢ produkcje polifenoli stosuje si¢ moczenie lub tez doda-
wanie do pozywek przeciwutleniaczy lub zwigzkéw ograniczajgcych brazowienie kultur, ta-
kich jak: kwas askorbinowy, DTT, PVP czy azotan srebra. Mandal i wsp. (2001) wykazali, ze
regeneracja zarodkow somatycznych szafranu przebiega lepiej, jezeli sg one wykfadane na
pozywki bez dodatku regulatorow wzrostu, ale zawierajg w swoim skfadzie substancje hamu-
jace produkcje etylenu, takie jak: AgNOs, NiClo, DNP, ACC czy CEPA. Dodatek do pozywki
50 pM AgNO; w sposdb istotny wplynat na wigkszg czestotliwo$¢ tworzonych zarodkéw so-
matycznych. Jednak wykorzystanie tych $rodkow w przebiegu procesu somatycznej embrio-
genezy jest stabo poznane (Malabadi i van Staden 2005). Dodatkiem do pozywek czesto
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stosowanym w celu ograniczenia brgzowienia kultur i zamierania zarodkéw somatycznych
jest wegiel aktywowany (Smith i Krikorian 1990). Dziatat on korzystnie na regeneracje Den-
drocalamus strictus (Saxena i Dhawan 1999). W badaniach wiasnych wegiel aktywowany,
stosowany w stezeniu od 0,1 do 1,0 g dm™, wplywat niekorzystnie na kietkowanie zarodkéw
somatycznych. Jak sgdzg Pan i van Staden (1999), zjawisko takie moze by¢ spowodowane
zmiang pH pozywki przez wegiel, a w zwigzku z tym silniejszg hydrolizg sacharozy do frukto-
zy i glukozy. Jak stwierdzono wczeéniej, obecnos¢ fruktozy i glukozy w pozywce dziatata
niekorzystnie na konwersje zarodkéw chryzantemy.

Badania przeprowadzone przez Kongu i wsp. (1997) wykazaty, ze w poréwnaniu do
zarodkéw somatycznych rozwijajgce si¢ nasiona majg wyzszy poziom endogennego ABA.
Dlatego tez na etapie dojrzewania zarodkéw somatycznych czesto stosuje sie dodatek do
pozywek tego zwigzku lub moczenie w roztworze ABA. Poprzez zahamowanie rozwoju ma to
zapobiegaé przedwczesnemu kietkowaniu zarodkéw somatycznych. Anandan i wsp. (2012)
w badaniach nad SE w kulturach melonowca wtasciwego (Carica papaya) wyktadali niedoj-
rzate zarodki somatyczne tej rosliny na pozywki z dodatkiem od 1,3 do 10,5 mg:dm= ABA.
Autorzy stwierdzili, ze wyzsze stezenie ABA wplynglo na wyzszg czesto$é poprawnie wy-
ksztatconych, dojrzatych zarodkéw somatycznych. Brak ABA powodowat, ze dojrzalych za-
rodkéw somatycznych byto mniej, a wigkszo$¢ z nich wykazywata aberracje rozwojowe.

Zazwyczaj poziom endogennego ABA jest niski w poczatkowych fazach, roénie pod-
czas rozwoju embrionalnego, a nastgpnie maleje na ostatnich etapach dojrzewania,
w zwigzku z tym przedtuzajgca sie inkubacja na pozywkach z dodatkiem ABA moze catkowi-
cie zahamowa¢ rozwdj zarodkéw. Dlatego tez w badaniach wiasnych zdecydowano sie na
moczenie zarodkéw w roztworze od 0,1 do 0,5 g -dm™ tego regulatora wzrostu. Podobnie jak
w badaniach powyzszych autoréw stwierdzono korzystny wplywy stosowanego tak ABA,
jednak tylko w przypadku najnizszego z zastosowanych stezen. Kiedy stezenie ABA byto
wyzsze od 0,2 g-dm™ zarodki zamieraty. Dodatek kwasu abscysynowego do pozywki na
tym etapie dziatat korzystnie na rozwéj zarodkéw somatycznych réwniez w badaniach Thor-
pe i Stasolla (2001) oraz Stasolla i Yeung (2001).

5.6. Stabilno$¢ genetyczna tkanek roslinnych oraz roslin zregenerowa-
nych na drodze somatycznej embriogenezy

Mimo ze zwykle namnazanie roslin w kulturach in vitro utozsamia sie z uzyskaniem
populacii roslin jednorodnych genetycznie, nie zawsze jest to jednak mozliwe. W licznych
badaniach autorzy donoszg o niepozadanej zmiennosci wystepujacej w pokoleniu regenera-
téw, w tym réwniez roélin uzyskanych na drodze somatycznej embriogenezy (Larkin i Scow-
croft 1981, Evans i Sharp 1986, Evans i wsp. 1986, Kononowicz 1992, Przybecki i Malepszy
1992, Fukai i wsp. 1994, Kaeppler i wsp. 2000). W badaniach wiasnych okreslono poziom
zmiennoéci wystepujacy w tkance kalusowej, namnazanej na pozywkach zestalonych aga-
rem przez okres od jednego miesigca do jednego roku oraz na pozywce ptynnej w bioreakto-
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rze. DNA izolowano réwniez z tkanki kalusowej namnazanej w kulturach zawiesinowych oraz
roslin regenerowanych na drodze somatycznej embriogenezy z tkanki kalusowej, prowadzo-
nej w powyzej oméwionych warunkach.

Chryzantemy charakteryzujg si¢ szczegdlnie wysokim poziomem zmiennosci (Wolff
i van Rijn 1993, Wolff i wsp. 1993, Wolff 1996). W przypadku tego gatunku roslin przyczyna
zmiennoéci obserwowanej w wyniku rozmnazania w kulturach in vitro moze byé chimerycz-
no$¢ tkanek roslin wyjsciowych (Martin i wsp. 2002). Zalewska i wsp. (2007) wykluczyli ia
w przypadku chryzantemy odmiany ‘Richmond’, regenerujac rosliny z pakéw katowych i me-
rysteméw przybyszowych i uzyskujac pokolenie potomne ro$lin o barwie kwiatostanéw iden-
tycznych jak roslina mateczna. W badaniach wiasnych, przed rozpoczeciem wiasciwych do-
$wiadczen, jednorodno$é genetyczng potwierdzono badaniami DNA tkanek rosliny wyjscio-
wej, przeprowadzonymi metodg ISSR-PCR.

Jednym z gtéwnych czynnikéw wplywajgcych na wystapienie niekorzystnej zmienno-
§ci jest stosowanie przejéciowej fazy kultur kalusowych, pozwalajgcej zwykle zwigkszy¢ wy-
dajno$é prowadzonego procesu (Araujo i wsp. 2001, Cooper i wsp. 2006). Zmiany genetycz-
ne wykryto u roslin zregenerowanych z tkanki kalusowej migdzy innymi w przypadku pomido-
ra jadalnego (Soniya i wsp. 2001), kukurydzy uprawnej (Zea mays) — (Osipova i wsp. 2003),
kosacca zéltego (Iris pseudoacorus) — (Kozyrenko i wsp. 2004) czy pomarariczy stodkiej (Ci-
trus sinensin) — (Hao i Deng 2002). Rathore iwsp. (2011) okreslili zmienno$¢ roslin aloesu
zwyczajnego (Aloe vera) rozmnazanego przez pedy katowe w kulturach in vitro oraz popula-
cji roslin zregenerowanych przez organogeneze przybyszowg z tkanki kalusowej. W pierw-
szej z badanych populacji stwierdzili catkowitg jednorodno$¢ genetyczng, w drugiej zmien-
noé¢ — na poziomie 78%. Badania wiasne pozostajg w zgodnosci z doniesieniami powyz-
szych autoréw — poziom zmiennoéci w populacji namnazanej w kulturach pedowych byt bar-
dzo niski, znacznie nizszy od zmienno$ci tkanki kalusowej, zwtaszcza namnazanej przez
jeden rok.

Poziom zmiennoéci regeneratéw uzyskanych na drodze somatycznej embriogenezy
wzrasta zwykle wraz z wydtuzaniem si¢ okresu namnazania tkanki kalusowej. Marum i wsp.
(2009), badajac zmienno$¢ embriogennych linii komérkowych sosny nadmorskiej (Pinus pi-
naster), stwierdzili pojawienie sig zmiennosci somaklonalnej juz po szesciu miesigcach nam-
nazania sie tkanki kalusowej. Podobny poziom zmienno$ci obserwowano w przypadku roslin
zregenerowanych z wymienionych linii kalusa. Badania wiasne stanowig potwierdzenie ba-
dan Marum i wsp. (2009), w ktérych stwierdzono istotny wptyw dtugosci okresu prowadzenia
kultury kalusowej oraz warunkéw, w ktorych byta prowadzona, na zmienno$é genetyczng
zregenerowanych roélin. Poziom zmiennosci populacji w stosunku do proby DNA izolowanej
z roéliny wyjéciowej wzrastat w istotny spos6b, gdy kultury kalusowe prowadzone byty przez
jeden rok.

Z badaniami wtasnymi pozostajg réwniez w zgodno$ci badania Heinze i Schmidta
(1995), ktérzy dokonali oceny populacii zarodkéw somatycznych swierka pospolitego (Picea
abies) metoda RAPD. Na podstawie przeprowadzonych badar stwierdzono, ze czynnikiem,



74 5. Dyskusja

ktéry miat najwigkszy wptyw na wystapienie zmiennosci somaklonalnej, byta dtugo$é okresu
prowadzenia kultur kalusowych, przed indukcjg somatycznej embriogenezy. Somaklony uzy-
skane w wyniku regeneracji w kulturach, ktérych tkanka kalusowa namnazana byta przez
jeden miesigc, charakteryzowaty sie niskim poziomem zmiennosci.

Zmienno$¢é w populacji chryzantem odmiany ‘Richmond’, otrzymanych na drodze
bezposredniej somatycznej embriogenezy, badaty Lema-Ruminska i Sliwinska (2009). Za-
rodki somatyczne w powyzszej pracy uzyskano, wyktadajgc na pozywki fragmenty lisci chry-
zantemy. Autorki okreélity zawarto$¢ antocyjanéw w kwiatostanach oraz poziom ploidalnosci
metodg cytometrii przeptywowej. Wyniki badan uzyskane przez powyzsze autorki potwierdzi-
ty stabilno$¢ genetyczng otrzymanych w ten sposéb roslin. Jest to zbiezne z wynikami badarn
wiasnych, w ktérych roéliny regenerowane na drodze bezposredniej somatycznej embrioge-
nezy wykazaty bardzo niski poziom zmienno$ci.

Opracowany w badaniach wiasnych protokét rozmnazania chryzantemy wielkokwiato-
wej obejmuje metode bezposredniej somatycznej embriogenezy, kiedy to zarodki somatyczne
formujg sie na powierzchni fragmentéw blaszek lisciowych, wylozonych na odpowiednie po-
zywki oraz posredniej somatycznej embriogenezy na fragmentach zainicjowanej wczesniej
i namnozonej tkanki kalusowej. Obie metody gwarantuja mozliwos¢ otrzymania ogromnej po-
pulagii roslin potomnych w relatywnie krétkim czasie. Rosliny zregenerowane z zarodkéw uzy-
skanych na drodze posredniej somatycznej embriogenezy w kulturach kalusowych poprzez
proponowany protokét namnazania charakteryzowat wyzszy, lecz weigz jednak niewielki, po-
ziom zmiennoéci genetycznej. Tylko w przypadku 3 z 50 (6%) zregenerowanych roélin zaob-
serwowano polimorfizm genetyczny w stosunku do genotypu rosliny wyjsciowej, a podobien-
stwo genetyczne wymienionych regenerantéw wahato sig od 93,3 do 95,8%.
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1. Pikloram i dicamba moga by¢ wykorzystywane do indukcji kultur kalusowych oraz
somatycznej embriogenezy chryzantemy wielkokwiatowej, jednak ich skuteczno$é jest nie-
wielka.

2. Dodatek do pozywek spermidyny wptywa istotnie na przebieg procesu kaulogene-
zy iformowanie sie zarodkéw somatycznych w kulturach doswietlanych swiattem biatym
© natezeniu napromienienia kwantowego wynoszacym 40 pmol-m- s Stosowanie tego
regulatora wzrostu powoduje tworzenie sie na fragmentach blaszek lisciowych duzej ilosci
tkanki kalusowej, majgcej charakter embriogenny oraz pobudza formowanie sie zarodkdéw
somatycznych.

3. Warunki éwietine prowadzenia kultury maja istotny wplyw na rozwaj roslin w kultu-
rach in vitro. Do$wietlanie substytucyjne kultur $wiattem Czerwonym, stosowanym samo-
dzielnie lub ze $wiattem biatym, powoduje zwigkszenie sie masy tkanki kalusowej oraz liczby
tworzgeych sie zarodkéw somatycznych. Swiatto niebieskie powoduje zamieranie kultyr ka-
lusowych i hamuije tworzenie sie zarodkéw somatycznych.

4. Wymagania $wietine zmieniajg si¢ w zaleznosci od etapu prowadzenia badar.
Tkanka kalusowa moze byé¢ indukowana i namnazana w ciemnosci nawet przez szes$é mie-
sigcy. Nie jest mozliwe formowanie si¢ zarodkéw somatycznych bez dostepu $wiatfa, ale
ciemno$¢ wywiera korzystny wplyw na ich kietkowanie, kiedy 0siggng odpowiednie stadium
rozwojowe.

5. Kultury kalusowe prowadzone na pozywce ptynnej o sktadzie makro- i mikroele-
mentéw, wedtug Murashige'a i Skooga (1962), z dodatkiem 5 mg:dm= spermidyny,
4 mg-dm™NAA i 4 mg-dm™ BAP w bioreaktorze pozwalaja na uzyskanie duzej ilosci tkanki
kalusowej w krotkim czasie. Powstata w tych warunkach tkanka kalusowa nie jest jednak
odpowiednia do indukowania somatycznej embriogenezy.

6. Dodatek do pozywki wegla aktywowanego i hydrolizatu kazeiny w stezeniu od
0,1do 1 g-dm™ wplywa negatywnie na konwersje zarodkéw somatycznych chryzantemy
wielkokwiatowej.

7. Warunki prowadzenia kultury, takie jak sposéb regeneracii i diugos¢ trwania etapu
namnazania tkanki kalusowej, majg istotny wpltyw na wystapienie zmiennogci genetycznej
regenerowanych tkanek.

8. Proponowany protokét rozmnazania chryzantemy na drodze posredniej somatycz-
nej embriogenezy obejmuje inicjaci¢ tkanki kalusowej na pozywce MS z dodatkiem
4mg-dm™ NAA i BAP i 5 mg-dm™ spermidyny, pézniejsze jej namnazanie na podtozu
z dodatkiem 4 mg-dm™ NAA, 3 mg-dm™ BAP, inicjacja somatycznej embriogenezy na po-
zywce z dodatkiem 2 mg - dm™ NAA, 1 mg-dm™® BAP i 5 mg - dm™ spermidyny. Konwersja
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otrzymanych w ten sposéb zarodkéw powinna by¢é prowadzona na podtozu zawierajgcym
% sktadu mineralnego pozywki MS z dodatkiem 45 g - dm™ sacharozy, w ciemnosci.

9. Duzg liczbe zarodkéw somatycznych mozna uzyska¢ na drodze bezposredniej
somatycznej embriogenezy, wyktadajgc fragmenty blaszek lisciowych na pozywki z dodat-
kiem 4 mg-dm™ NAA, 2 mg-dm™ BAP i 5 mg-dm™ spermidyny, a nastepnie regenerujgc
zarodki na podfozu zawierajgcym % sktadu mineralnego pozywki, wedtug Murashige’a
i Skooga (1962), z dodatkiem 45 g-dm™ sacharozy, w ciemnosci. Na podstawie oceny jed-
norodnosci genetycznej regeneratéw metodg ISSR-PCR mozna stwierdzi¢, ze zapropono-
wany system regeneracji pozwala na uzyskanie roslin potomnych, bez ryzyka niestabilnoéci
genetycznej regenerantow.
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Somatic embryogenesis in cultures of the multiflorous
chrysanthemum (Chrysantemum x grandiflorum (Ramat.)
Kitam)

Summary

The multiflorous chrysanthemum (Chrysantemum x grandiflorum (Ramat.) Kitam) is
one of the most popular decorative plants. All varieties of chrysanthemums are multiplied
vegetatively, by conventional way or with the use of microseedling in in vitro cultures. As the
demand for seedlings of this plant is enormous, methods to multiply the plant of this species,
which would allow to obtain a large number of seedlings in relatively short period of time, are
still searched for. Such a method is the somatic embryogenesis, or else the process of em-
bryos initiating from somatic cells in in vitro cultures. In spite of its potential, this is a process
dependent upon the numerous environmental factors and correlated, to a large degree, with
the genotype of plant multiplication. As there is no well worked out method for obtaining so-
matic embryos of such economically important plant as the chrysanthemum, a trial was un-
dertaken to set forth the maximized number of factors which have an impact on the course
of this process.

The aim of the study was to select an optimum plant growth medium to initiate and
multiply the callus culture of the multiflorous chrysanthemum, with a particular attention paid
to the impact of auxins rarely applied up to now: picloram and dicamba. In the research,
a trial was also undertaken to set forth the impact of growth regulators on the intermediate
initiations of somatic embryogenesis in callus cultures and direct somatic embryogenesis,
with a particular attention paid to the role of polyamines (putrescine, spermine and sper-
midine) in the course of this process. The callus tissue was induced on growth media solidi-
fied with agar, with an addition of auxins: 2,4-D, NAA, IBA, IAA, PIK and DIC, cytokinine BAP
as well as polyamines: putrescine, spermine and spermidine. The callus initiated in the first
stage of the research was multiplied on solidified growth media, with the addition of the
above-mentioned auxins, BAP and polyamines. At the same time, the impact of mineral
components content and light on the multiplication of the callus tissue on liquid growth me-
dia, in a bioreactor, was set forth.

The callus tissue was multiplied on liquid and solid growth media and fragments
of leaves were used as explants in subsequent stages of the research — somatic embryos
were induced and then regenerated in one stage on growth media supplemented by a differ-
entiated content of carbohydrates, casein hydrolysate and activated charcoal. The impact
of soaked in ABA on embryo conversion was also set forth. The impact of mineral composi-
tion of the culture medium, together with organic additives was also determined on the re-
generation of somatic embryos. During all stages of research, a particular attention was paid
to the impact of the light on the course of callogenesis and somatic embryogenesis.



92 Summary

The purpose of the research was also to determine the scope of variability of regen-
erants which came into being as a result of somatic embryogenesis, depending on the condi-
tions of regeneration. The DNA was analysed isolated from the callus tissue, multiplied on
culture media solidified by agar, for a period ranging from one month to one year, and
on liquid culture medium from plants regenerated from embryos by direct or indirect embryo-
genesis, on the above-mentioned callus tissue. The level of changeability of 50 regenerants
obtained in an SE indirect and direct way, pursuant to the record worked out in the paper,
was also determined.

Based on the research conducted, it was found out that the picloram and dicamba
may be used to induce callus cultures and somatic embryogenesis, however, their efficiency
is not significant. An addition of spermidine to the medium has an advantageous impact
on the course of callogenesis process and the formation of somatic embryos in additionally |t
cultures. The application of this growth regulator at the stage of callus initiation has it that
a large amount of callus tissue is created which has an embryogenous nature, and at the
stage of somatic embryogenesis induction, it acts favourably on the number of embryos be-
ing formed.

The light conditions in which the culture was conducted had a crucial impact on the
plants development in in vitro cultures. The additional lighting of cultures with red light causes
an increase in the mass of the callus tissue and the frequency of the somatic embryos formed.
The blue light causes the callus cultures to die and breaks down the formation of somatic em-
bryos. The demand for the light changes, depending upon the stage of research. The callus
tissue may be induced and multiplied in the darkness even for six months. It is not possible
to form somatic embryos without the access to light, but the darkness has a favourable impact
on their sprouting when they have come to an appropriate development stage.

The callus cultures conducted on a liquid MS medium with an addition of 4 mg- dm™
NAA and 3 mg - dm™ BAP in a bioreactor, allow to receive a large mass of callus tissue in a
short period of time. However, the tissue which came into being in these conditions is not
suitable for inducing somatic embryogenesis.

The suggested record of chrysanthemum multiplication by an indirect somatic embryo-
genesis covers the initiation of the callus tissue on the MS medium, with an addition
4mg-dm™ NAA and BAP and 5 mg-dm™ spermidine, its subsequent multiplication on
a substrate with an addition of 4 mg-dm™ NAA, 3 mg-dm™ BAP, the initiation of somatic
embryogenesis on the medium with an addition of 2 mg-dm™ NAA, 1 mg- dm™ BAP and
5 mg- dm™ spermidine. The conversion of embryos received in this way should be conducted
on a substrate which contains %2 of the mineral composition of the medium, according to Mu-
rashige and Skoog (1962), with an addition of 45 g- dm™ saccharoze, in the dark.

A large number of somatic embryos may be received when leaf blades are put on the
medium, with an addition of 4 mg- dm® NAA, 2 mg- dm® BAP and 5 mg- dm® of spermidine,
and then, the embryos are regenerated on a substrate containing % of the mineral composi-
tion of the medium, according to MS, with an addition of 45 g- dm?® sucrose, in the dark.
Based on the evaluation of the genetic uniformity of the regenerats by the ISSR-PCR
method, we may claim that the suggested system of regeneration allows to obtain daughter
plants with no risk of genetic instability of regenerants.



Somatische Embryogenese in den Kulturen der Chrysantheme
(Chrysantemum x grandiflorum) (Ramat.) Kitam)

Zusammenfassung

Die groBblumige Chrysantheme (Chrysantemum x grandiflorum) (Ramat. Kitam) ist
eine der beliebtesten Zierpflanzen. Alle Chrysanthemensorten werden auf eine herkémmli-
che Art und Weise oder mit Hilfe von Mikrostecklingen in In-vitro-Kulturen vermehrt. Da der
Bedarf an Setzlingen dieser Pflanze sehr groB ist, wird es stets nach Methoden der Vermeh-
rung von Pflanzen dieser Pflanzenart gesucht, die eine groBe Anzahl von Setzlingen in einer
verhaltnismaBig kurzen Zeit gewinnen lassen. Ein solches Verfahren bildet die somatische
Embryogenese, bei dem die Bildung von Embryonen aus somatischen Zellen in In-vitro-
Kulturen erfolgt. Trotz potentieller Méglichkeiten ist es jedoch ein Prozess, der von vielen
Umweltfaktoren abhéangt und in groBem MaBe mit dem Genotyp der vermehrten Pflanzen
korreliert. Da es an einer gut erarbeiteten Methode zur Gewinnung somatischer Embryonen
fir eine derart wirtschaftlich bedeutende Pflanze wie Chrysantheme fehlt, wird hier ein Ver-
such unternommen, die maximale Anzahl von Faktoren zu bestimmten, die den Verlauf des
Prozesses beeinflussen.

Das Ziel der Arbeit stellt die Wahl des fir die Bildung und Vermehrung von Kalluskul-
turen der groBblumigen Chrysantheme optimalsten Nahrmediums dar, mit einer besonderen
Ber(cksichtigung der bisher selten verwendeten Auxine Picloram und Dicamba. Bei den Un-
tersuchungen wird auch versucht, den Einfluss der Wachstumsregulatoren auf die Induktion
der indirekten somatischen Embryogenese in Kalluskulturen und der direkten somatischen
Embryogenese mit einer besonderen Beriicksichtigung der Auswirkung von Polyaminen
(Putrescin, Spermin, Spermidin) auf den Verlauf des Prozesses zu bestimmen. Das Kallus-
gewebe wurde auf Agar-Nahrbéden mit Zusatz der Auxine 2,4-D, NAA, IBA, IAA, PIK und
DIC, des Zytokins BAP und der Polyamine Putrescin, Spermin und Spermidin induziert. Der
induzierte Kallus wurde in der ersten Phase der Untersuchungen auf festen Nahrbéden mit
Zusatz der erwahnten Auxine, des BAP und der Polyamine vermehrt. Gleichzeitig wurde der
Einfluss der Mineralstoffe und des Lichts auf die Vermehrung des Kallusgewebes in fliissigen
Nahrmedien in einem Bioreaktor bestimmt.

Das in fliissigen und festen Nahrmedien vermehrte Kallusgewebe sowie Blattteile
wurden als Explantate in der nachsten Phase der Untersuchung verwendet; es wurden so-
matische Embryonen gebildet, die dann im Rahmen einer Etappe auf Nahrmedien mit Zusatz
von Kohlenhydraten, Caseinhydrolysat und Aktivkohle in verschiedenen Gehaltsverhaltnis-
sen regeneriert wurden. Es wurde auch der Einfluss des Weichens in ABA auf die Konversi-
on von Embryonen untersucht. Bestimmt wurde auch die Auswirkung der Mineralstoffzu-
sammensetzung des Nahrbodens und der organischen Zusatze auf die Regeneration soma-
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tischer Embryonen. Wéhrend aller Etappen der Untersuchung wurde insbesondere der
Lichteinfluss auf den Verlauf der Kaulogenese und somatischen Embryogenese beobachtet.

Mit den Untersuchungen wurde auch die Bestimmung des Bereichs der Variabilitat
von Regeneranten in Abhéangigkeit von Regenerationsbedingungen bezweckt. Es wurde die
DNS analysiert, die aus einem einen Monat bis ein Jahr lang auf Agar-Nahrbéden sowie in
flissigen Nahrmedien vermehrten Kallusgewebe aus Pflanzen isoliert wurde, die aus Emb-
ryonen im Rahmen einer direkten und indirekten Embryogenese auf dem oben erwéhnten
Kallusgewebe regeneriert wurden. Bestimmt wurde auch das Variabilitatsniveau von 50 Re-
generanten, die im Rahmen der indirekten und direkten SE nach dem flr die Zwecke der
Arbeit erarbeiteten Protokoll gewonnen wurden.

Auf der Grundlage der durchgefiihrten Untersuchungen konnte festgestellt werden,
dass die Stoffe Picloram und Dicamba fiir die Induktion von Kalluskulturen und somatischer
Embryogenese verwendet werden kénnen, wobei jedoch ihre Wirksamkeit gering ist. Der
Zusatz von Spermidin beeinflusst positiv den Verlauf der Kaulogenese und Bildung somati-
scher Embryonen in zusatzlich beleuchteten Kulturen. Die Anwendung eines Wachstumsre-
gulators in der Phase der Kallusinduktion bewirkt die Bildung einer groBen Menge Kallusge-
webe mit embryogenem Charakter und in der Phase der Einleitung somatischer Embryoge-
nese wirkt sie sich giinstig auf die Anzahl der sich herausbildenden Embryonen aus.

Die Lichtbedingungen der Kulturzucht haben einen bedeutenden Einfluss auf die
Entwicklung von Pflanzen in In-vitro-Kulturen. Die zusatzliche Rotlichtbeleuchtung der Kultu-
ren tragt zur Steigerung des Gewichtes des Kallusgewebes und der Haufigkeit somatischer
Embryonen bei. Das Blaulicht bewirkt das Absterben von Kalluskulturen und hemmt die Bil-
dung somatischer Embryonen. Der Lichtbedarf war in den einzelnen Etappen der durchge-
fuhrten Untersuchungen unterschiedlich. Das Kallusgewebe kann sogar sechs Monate lang
in Dunkelheit induziert und vermehrt werden. Zwar ist die Bildung somatischer Embryonen
ohne Licht nicht méglich, die Dunkelheit wirkt sich aber positiv auf ihre Keimung, nachdem
sie das richtige Entwicklungsstadium erreicht haben.

Die Kalluskulturen, die in einem flissigen Néahrmedium mit dem Spuren- und Makro-
elementgehalt nach Murashige und Skoog (1962) mit Zusatz von 4 mg:dm® NAA und
3 mg- dm® BAP in einem Bioreaktor gezuchtet werden, lassen eine groBe Menge des Kallus-
gewebe innerhalb einer kurzen Zeit gewinnen. Das unter solchen Bedingungen entstandene
Gewebe eignet sich jedoch nicht fir die Induktion der somatischen Embryogenese.

Das vorgeschlagene Protokoll zur Vermehrung der Chrysantheme umfasst die Induk-
tion des Kallusgewebes auf dem MS-Nahrmedium mit Zusatz von 4 mg- dm™® NAA und BAP
und 5 mg - dm™ Spermidin, seine spatere Vermehrung auf einem Nahrmedium mit Zusatz von
4 mg-dm™ NAA, 3 mg-dm™ BAP, die Induktion der somatischen Embryogenese auf einem
Nahrmedium mit Zusatz von 2 mg-dm™ NAA, 1 mg- dm™ BAP und 5 mg- dm™ Spermidin.
Die Konversion der auf diesem Wege gewonnenen Embryonen soll auf einem Nahrmedium,
dessen Zusammensetzung der 1/2 der Mineralstoffzusammensetzung des Nahrmediums
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nach Murashige und Skoog (1962) entspricht, mit Zusatz von 45 g- dm™ Saccharose in Dun-
kelheit durchgeflihrt werden.

Eine groBe Anzahl somatischer Embryonen kann man gewinnen, indem man Teile
von Blattspreiten in ein Nahrmedium mit Zusatz von 4 mg- dm™ NAA, 2 mg- dm™ BAP und
5mg-dm™ Spermidin gibt und dann die Embryonen auf einem Nahrmedium, dessen Zu-
sammensetzung der 1/2 der Mineralstoffzusammensetzung des MS-Nahrmediums ent-
spricht, mit Zusatz von 45 g- dm™ Saccharose in Dunkelheit regeneriert. Auf der Grundlage
der Beurteilung der genetischen Homogenitat von Regeneraten mit der ISSR-PCR-Methode
konnte festgestellt werden, dass das vorgeschlagene Regenerationssystem Nachkommen-
pflanzen ohne Risiko der genetischen Instabilitat der Regenerate gewinnen lasst.
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